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序論
多くの 慢性呼吸器疾患 ､ 例えば､ 慢性気管支炎 ､ ぴまん性汎細気管支炎 ､ 肺気腫 ､ 膿胸
性肺線維症や ､ 急性呼吸窮迫症候群な どで は好中球の 肺組織 へ の 集積が認められ ､ 病態形
成に好中球の 関与が示唆されて いる(ト3)｡ しか し ､ その肺障害形成における好中球プロテ
ア ー ゼの役割は十分に理解されて いる訳で はない ｡
好中球エ ラス タ ー ゼは好中球の ア ズ ー ル鞍粒内 に存在する中性セ リ ン プロ テ ア ー ゼで あ
る｡ この 酵素は多くの細胞外マ トリ ッ クス の構成成分 ､ すなわ ちエ ラス チ ン ､ l 型 ､ 111型お
よぴ lV型コ ラ ー ゲン､ フ ィ プロネクテ ンや プロ テオグリカ ンを分解する こ とができ ､ 結合
織の 代謝や細胞外物質の 分解 に重要な役割を果た して い るもの と理解され て い る ｡ また ､
好中球の溶解や ､ 葺食に伴う過剰な エ ラス タ ー ゼの放出はそ の 暖味な器質特異性と強力な
タ ン パ ク溶解活性の ため に ､ 多くの 病理 的な事象を引き起 こ し ､ その 結果と して 機能的障
害をもたらすもの と推察される (4)｡
ヒトの 肺内に存在する主要な プロ テ ア ー ゼ阻害物質と して は α1 -pr ote a s einhibito r(α
1 -P[)､ α 2･ m a c r og]ob[in ､ α ト a ntichym otrypsin ､ se c retory le ukopr ote a s einhibito r
(SLPI)などが 知られて い る(5)｡ これらの 生体内イ ンヒビタ ー は本来 ､ 過度の 好中球プロ テ
ア ー ゼか ら自己の 組織を保護する重要な働きを担 っ て い るが ､ 好中球プロ テ ア ー ゼとの バ
ラ ンス が崩れたとき ､ 組織損傷の慢性化ならびに重篤化へ 進展すると いう考えがある｡ こ
の よ うな pr ote a s e- a ntipr ote a s eimba]a n ce 説 は肺気腫の 発症機序 と し て 1 9 85 年 に
Ja n offにより初めて提唱された(6)｡ その後 ､ Snider によっ て エ ラス タ ー ゼ ー 抗 エ ラス タ
ー ゼ不均衡説へ と展開され(7)､ 多くの 気道病変の 理 解にその考えが導入 され るようにな っ
た ｡ 事実 ､ 多くの 慢性呼吸器疾患の 噂疲や気管支肺胞洗浄液中で は好中球 エ ラス タ ー ゼ活
性が著しく上 昇 して おり(3, 8+1 0)､ 好中球エ ラス タ ー ゼと病態形成との 関連性が示唆され
て い る｡ また ､ 近年で は好中球エ ラス タ ー ゼの 病態生理 学的作用と して 細胞外 マ トリ ック
ス 傷害などの 組織破壊 ばか りでなく ､ 気道過敏性の 充連作用(l l)､ 粘液分泌刺激作用(12,
13)､ 粘液細胞過形成の誘導(14)､ 平滑 馴円胞増殖作用(1 5)､ 白血球接着の 修飾(1 6)､ ルー
8 遺伝子発現誘導(1 7)､ バクテリア に対する主食宿主防御機能の 失活(1 8)な どの 多くの 病
態生理作用が報告されるよう にな っ た ｡ これらの 知見 はエ ラス タ ー ゼの 阻害が ､ 病理学的
な器質的障害の みならず機能的な異常を改善する可能性を示唆して いる｡
低分子 エ ラス タ ー ゼ阻害剤は､ 1) 分子量が小さく組織移行性が 高い ､ 2) 較化による
失活を受 けな い ､ 3) 経口化 へ 展開の 可能性がある ､ 4) 酵素特異性が 高いな ど､ 高分子
阻害剤に比 し優れて いる側面 を有する . 一 方､ 高分子阻害剤には薬剤と して 幾つ かの制約､
例えば､ 較化 による失活 ､ 経口化は困難な どの 欠点はある もの の ､ 多面的な作用 や組織へ
の 親和性な ど､ 生体内物質と して 高い安全性と ユ ニ ー クな薬効が期待され る ｡ しか し､ エ
ラス タ ー ゼ阻害剤の 臨床応用 に濁 して は未だ概念 に 過ぎず､ どの ような適応症 に適応でき
るか につ いて は この フ ィ ー ル ドの大きな研究課題 といえる｡
_l～
S LP]は分子量 1 2 k Daの 1 0 7個の アミノ酸からなるセリンプロ テア ー ゼ阻害物質である｡
涙腺､ 上部消化管､ 生殖器系の凍液性の 分泌細胞から､ 肺で は気管､ 気管支腺の漬液細胞､
気管支､ 細気管支の Cla r a c e]=から産生され､ 外界に接する上皮細胞表面 に局在して ､ 種々
の プロテア ー ゼからの 組織の 保護に 一 役を担っ て い ると考えられて い る(1 9, 2 0-2 3)｡ SL PI
が寄与する抗 エ ラス タ ー ゼ活性は肺胞洗浄液では抗エ ラス タ ー ゼ活性全体の 14%であるが ､
気管支 レベル では 7 0-9 0% に達し ､ 鼻腔内で は 97%を占める ことが報告されて おり､ SLP[
は上気道 にいく にしたが っ て ､ その 重要性が高まる こ とが 明らかとな っ て い る(24)｡ こ の
ような寄与率の勾配は産生細胞の 分布上の 違いだけで はなく ､ S LP =が酸化 により失活を受
ける ことが影響して い る. 気道上皮被覆液(ELF)における SLPI の濃度は α1- PI の約 60%程
度であるもの の ､ 臥F に存在する S LP】のり3 が分解や酸化を受ける こ と によっ て機能を有
して いない こ とが明らかにな っ て いる(2 5)｡ 以上の よう に､ 健常者にお いて SLP[は主とし
て上気道を ､ α1- P[は下気道の 防御物質と考え ら叫る｡ しか し､ 病的な状態における各々
の分 布や機能的役割につ い て は不明の 点が多い ｡ S LPlの 構造上の特徴は糖銃を持たず､ ホ
モ ロ ジ ー の 高い 2 つ の ドメ イ ン構造を有する こと にある(2 6)｡ 3次構造的には ､ 各ドメイ
ンの 分子 内に4個ずつ ､ 計8個の ジス ル フ ィ ド結合を有し ､ 2 つ の ドメイ ンが ブ ー メラ ン
様の 形 をなす(27)｡ プロ テ ア ー ゼを 阻害する機能 に関して ､ 発見当初は N 末端 ドメ イ ン
(Se rl -pr o54) が トリプシン阻害活性を担い ､ その 活性中心は Arg2 0-TTy2 1で あり､ また C 末
端 ドメ イ ン(As n5 5- A]al O7)が エ ラス タ ー ゼ､ カテ プシ ン G､ キモ トリプシ ン阻害活性を担
い ､ その 活性中心 は Le u7 2- Met73と考えられて い た(1 9)｡ 著者らは土の S LP】の構造上 の特
徴 に着眼し ､ 後半部､ C 末端 ドメイ ンの S LPlを作製すれば､ エ ラス タ ー ゼに特異性の 高い
好中球プロテ ア ー ゼ阻害剤になるの ではい かと考え ､ 遺伝子工学的な手法で種々 の 1/2 SL 円､
具体的には As n55- A[alO7､ Arg58- AIal O7､ Arg59- A]alO7 を作製した ｡ そ して ､ そ の トリプシ
ンおよぴエ ラス タ ー ゼ活性を測定した とこ ろ､ エ ラス タ ー ゼ阻害に関して は Fu】トS L 円と同
等の 阻害活性が認められ ､ トリプシン 阻害活性に関して は 1/1 0 0- 1/1 0 0 0程度に滅弱 し
たもの の ､ C末端ドメイ ンにもその活性を有するこ とが明らかとなっ た(28)｡ さらに､ S LPJ
の気道局所で の 分解や代謝を検討する目的で ､ fu”･S L PIを唾液や好中球 エ ラス タ ー ゼで 処
理 した と ころ ､ 限定的な分解が認め られ ､ 幾つ か の分子種が検出され た ｡ その 中の 1 つ に
Arg
58
- AlalO 7が含まれて いる ことが明らかとな っ た(Fig 1)｡ しか も､ (Arg
5 8
1 AJalO7)sLPJは
さらなる分解を受ける ことなく ､ プロテ ア ー ゼ抵抗性で あっ た . つ まり､(Arg
58
- AIalO7)s LPl,
T Eト73 61はエ ラスタ ー ゼおよびカテプシン G 選択的阻害活性を有する天然型 S LPIフラグ
メ ン ト (抗原 性の 懸念がな い) で あ るとい える(2 9)｡ しか し､ T Eト73 6 1の薬効特性やそ
の有用性につ いて は明らか にされて いなか っ た ｡
こ の ような研究背景を踏まえ ､ 本研究で はまず､ 好中球性炎症にお ける抗 エ ラス タ ー ゼ
療法の 意義を検証するた め に好中球性炎症病態の 解析と新規内因性 エ ラス タ ー ゼ肺傷害モ
デル の構築を試みた(第1 章)o
1
そして ､ 抗エ ラス タ ー ゼ療法の 候補と して低分子 エ ラス
■
タ -
ゼ阻害剤､ T Eト8 36 2( 第2章) ならびに高分子好中球プロ テア ー ゼ阻害剤､ T Eト7 3 6 1(辛
_2_
3章) の轟効特性につ い て in v/
'
tr oおよび /
'
n v/
'
v oで 検討 した ｡ さらに ､ T Eト7 3 6 1に関し
て は組織鼠傷抑制効果のみ ならず､ 嶋息反応や肺の 線維化の 改善作用な ど､ これ まで の抗
エ ラ ス タ ー ゼ療法の 概念を超えた新 しい臨床応用 の 可能性を示唆した ｡ それ と同時に本研
究を通 じて ､ 好中球エ ラス タ ー ゼが急性な らびに慢性呼吸器疾患の病態形成にお いて 重要
な役割を果た して い る こ とを示 した ｡ そ して ､ これ はとり もな おさ ず､ T Eト8 3 6 2お よび
T Eト7 3 61 の 臨床にお ける有効性を大い に期待させ るものである ｡ 以下 にその 詳細につ いて
述べ る｡
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Fig. 1 Str u ctu r e of S LPJa nd T El･7361
SL P[is spe cifically cle aved with elasta s e at the site indic ated by the arro w.
Acc ordingly, half-le ngth(58-107)SL P lis thought to be a n e ndogen o usfu n ctio n al
peptide and 一a cks a ntige nicityinthehu m a n.
第1 章. 好中球プロ テ ア ー ゼと呼吸器炎症
第l - 1 節･ 好中球性炎症病態の解析 - LPS誘発肺炎症と C[N C-1 の役割 -
1 . 序文
これ まで ､ エ ラス タ ー ゼ阻害剤の /
'
n viv o 活性はヒ 卜好中球 エ ラス タ ー ゼを気道内
に投与して 惹起する肺出血モ デルで評価されて い る(3 0･3 2)｡ しか し ､ こ の モ デルだ
けでは /
'
n v/
'
v o で の エ ラス タ ー ゼ阻害剤の 有効性を評価し､ そ の 意義を検証する こと
は不充分 で ある ｡ 何故なら､ エ ラス タ ー ゼで惹起 した肺出血 を エ ラス タ ー ゼ阻害剤が
抑制する こと ､ 特に､ 酸素と阻害剤両者を共 に､ 経気道的に投与する場合は エ ラス タ
ー ゼ作用が抑制を受けることは至極当然の ことと考えられるか らである｡ したがっ て ､
好中球プロテ ア ー ゼ阻害剤の 評価に当た っ て は､ 好中球が関わ る肺傷害モ デル を構築
し､ その肺傷害における好中球エ ラスタ ー ゼの 関与につ いて検討する必要がある｡
エ ンドトキシ ン (LPS) 投与で 誘発される肺炎症モ デル は代表的な好中球性肺炎症
モ デルで ある (3 3, 34)｡ Fbt cytokin e-indu c ed n e utr ophiJche m o attr a cta nt(C[N C)
はラ ッ トの好中球に対する遊走因子 であり､ /
'
n v/
'
tr oならびに /
'
n v/
'
v oで L PS､ 】L lお
よぴ T N Fα に反応して誘導され るこ とが知られ て い る(35- 37)｡ ヒ卜の肺 に関して は
多くの 好中球遊走因子 ､ 例えば､ inte rJe ukin18 (lL-8), GR Oや EN A イ8(3 8)が報告さ
れ て い るが ､ ラ ッ トにおい て は厳密に IL- 8 に相当する分子 は見出されて いない ｡ しか
し ､ LPS誘発肺炎症モ デル におい て惹起 された好中球浸潤は CIN C抗血清処理 によリ
著しく抑制され ることが示 されて おり(3 9- 41)､ CIN Cはラ ッ トの肺炎症モデル におけ
る好中球浸潤に対して重要な役割を果たしているこ とが既に明らか になっ ている｡
最近､ CIN Cは4 つ の is ofo r m､ すなわち CJN C-1, CIN C-2 α , C[N C- 2β およぴ
C＋NC-3 に分類された｡ これ までの CINCおよびラ ッ トM]P･ 2 に加え ､ 新規のis ofo r m
すなわち CIN C- 2 α ､ CfN C- 2βが見出され ､ その結果 C[N Cとラッ ト M =⊃-2 がそれぞ
れ ､CIN C11 と CIN C･3と改名された(4 2)｡ これらの CIN Cbはrlu m a nfL･8 よリはhu m a n
G ROとの相同性が高く (s equ e n ce simila rity; G R O:6 9.4 %, lL- 8:4 7.2%)J
'
n vJ
'
tr oで
は 同程度の 遊走活性を有 して いる こ とか ら､ 各々 が好中球浸潤 に寄与 して いるもの と
考え られ て いるが (42)､ その 詳細は明らかにな っ て はいな い ｡ ヒ トの 好中球遊走因
子 である IL-8 に関して は､ 緑膿菌の末梢気道へ の注入実験にお いて ]L-8 mRN Aの発
現 が気道上皮､ 気管支腺 ､ 浸潤 した好中球など選択的に認められる こ とが報告され て
おリ(4 3)､ LPS誘発炎症モ デル における好中球浸潤 に閲し重要 な役割を果た して いる
と考えられて いる｡
そ こで ､ 本節では好中球プロテ ア ー ゼの 関与する肺傷害モ デル構築の 一 環として ､
L PS誘発肺炎症モ デル の 病態解析 ､ 特 に LPS暴露後の好中球浸潤ならびに CIN C
is ofo r mの経時的変化につ いて 検討 し､ 併せて ､ その 産生部位につ い て考察を加えた｡
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2. 実験方法
LPS誘発肺炎症モ デルの 経時的解析
雄性S Dラ ッ ト(8･1 0週齢)をアクリルチ ャ ンバ ー(7 2 L; 3 5x 4 5x4 2c m)に入れ､
LPS(E c o/I
'
, 01 1 1: B4)を暴露 した ｡ LPS暴露 は 超音 波ネ ブライ ザ ー (NE- U1 2;
Om ur o n)に LPS 4mg/mlJ
'
n s alin eを充填させ ､ 3 0min 間行っ た ｡ レ ー ザ ー 回折式粒
度分布解析装置にて測定したエ ア ロ ゾル粒子の 空力学的平均粒径は 4.3FL m であっ た ｡
Barry らの 方法(4 4)に準じて気管支肺胞洗浄(B A L)を LPS暴露 1 ､ 2 ､ 4, 6､ 1 2お
よび 24 時間後に行っ た ｡ すなわち ､ ウ レタ ン麻酔下(1 9/kg, ip)の ラ ッ トの気管支に
カ ニ ュ ー レを挿入 し､ 6 mI の PBSにて B A Lを 3回繰り返し B A L液を得た ｡ 肺炎症の
マ ー カ ー として B A L液中の好中球数とアル ブミン濃度および各 CIN C濃度を測定した ｡
細胞組成は Dif トQuick 染色 にて ､ ア ル ブミ ン濃度および C】N C濃度測定は B A L溝の
1 2 0 0 0rpm , 2 min の 遠心上清中濃度を市販測定キッ ト(アルブミ ン: Wako Ol e mic al
Co., CIN C: r at C]N C E u S A kit,]BL) にて 行っ た｡ 臥 各 CIN C ELIS Aは他のケモカイ
ンや他のis ofo r mに対して 1 0 0 0 0pg/m は で交叉反応を示 さな い ｡
免疫組織化挙手法
ス トレプ卜ア ピジ ン - ビオチ ン法を用い ､ プア ン固定後 ､ パ ラフ ィ ン封埋した肺組
織の各 C]N Cに対する免疫組織化学的染色を行 っ た｡ 即ち ､ 肺切片を市販ポリク ロ ー
ナル抗ラ ッ ト C[NC11, ･2 α , - 2β, -3 ウサギ抗体もし<は陰性対象の P BSとイ ンキ ュ
ベ ー シ ョ ン した｡ 用 いた抗体は他の ケモ カイ ンと 1 0 0 0 0pg/mJ まで の濃度で交叉反
応 は しない c 抗 C[N C抗体はそれぞれ の抗原 に対 して 同 じア フ ィ ニ チ イ を有し､ 免疫
染色において も同程度の 感度を示 した ことから､ それぞれ ､ 等タ ンパ ク濃度で用いた｡
キ シ レンにて 脱パ ラ フ ィ ン後 ､ 希釈ア ル コ ー ル に段階的に浸 し､ 蒸留水に浸 した｡ 1
次抗体をラベ ル化する前に､ 内因性 ペル オキシダ ー ゼ活性な らびに非特異的な結合を
抑制するため にそれぞれ過酸化水素および正常ヒツジ血清を用 い た ｡ 1 次抗体と室温
で 9 0 min イ ンキ ュ ベ ー シ ョ ンし､ ビオテ ン化した抗ウサギヒ ツジ IgG を 2次抗体と
して 用いた ｡
上皮細胞の抗 C[N C-1 抗体の染色性は気管支肺切 片の 5視野 にて 2 0 0 0細胞を超え
る上皮細胞をカ ウン トし､ そ の内の CIN C･1 陽性細胞の比率を求めた ｡ また ､ 同じ錆
域で好中球数と CIN C11陽性好中球数を求めた｡
統計解析
デ ー タは平均値 ±S Dあるい は平均値± S E Mにて 表示 し ､ Du n n ett多重比較検定
にて p値0.05 以下を有意とした ｡
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3. 結果
LPS誘発肺炎症の 経時的変化
B A L液中の 細胞数の 変化を Fig 1-4 A に示す｡ LPS吸入により急性の肺炎症が惹起
され､ 細胞組成検索によるとその ほとんどは好中球であっ た｡ 好中球は L PS吸入 4時
間後にピ ー クを示 し ､ その 後暫滅した ｡ 一 方 ､ 単球数はわずかな増加 しか認められな
か っ た ｡ 4時間後の 細胞比率は好中球､ 単球それぞれ ､ 9 5.5%および4.5% であっ た｡
また､ LPS吸入は血管透過性先進の指標で ある B A L液中アルブミ ン濃度の上昇をもた
ら した ｡ 好中球浸 潤 に引き続き ､ アル ブミ ン濃度は 6時間後にピ ー クを示 した(Fig ト
4B)｡
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LPS吸入後の CIN Cレベ ルの変化
B A L液上清中の C)N C-1, -2 α , ･2β, -3 レベ ルの 変化をそれぞれ の測定キッ トを用
いて 測定した｡C】N C･1 は 2時間と6時間をピ ー ク(2時間:42 21±1 21 6, 6時間:2 9 3 7
±5 22 pg/m[)を示 し､ 2峰性のパ タ ー ンを持っ て増加し､ 6-1 2時間後には減少した ｡
C[N C･ 2 α と CIN C-3 は 6 時間(3 3 8 ±7 0pg/m[)と2時間(1 6 0 3±6 3p g/mI)にピ ー
ク を持っ て 増加 したが ､ C】N C-1 の増加に比 較して弱 い もの であっ た ｡ 一 方 ､ CIN C-2
βは検出で きなか っ た(Fig ト5)｡ これらの知見からラ ッ トの LPS 誘発肺炎症モ デル
における4種の CIN C の中で は CIN C･1 が主たる好中球遊走因子 で ある こ とが示され
た ｡
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勉萱塑遡進塁
Fig l･ 6 に未処理な らびに LPS処理 した動物の 抗 CINC 抗体染色の 結果を示 した｡
未処理動物の肺切片には CIN C･1 陽性所見 はほとんど検出で きなか っ た(Fig ト6 A)｡
一 方､ LPS処理動物では処理 1 -2 時間後の 気管支の 非線毛細胞に(Fig ト6B)､ 処理 2-
12 時間後には いくつ かの浸 潤 して きた好中球に(Fig ト6 C) CIN C-1 の陽性所見が認
められた ｡ これらの 所見 は1 次抗体として非免疫ウサギ血清を用 いたとき には認めら
れて いない ｡ また ､ 肺胞上皮細胞や肺胞マ ク ロ フ ァ ー ジにはわずかな陽性反応を認め
るに過ぎな かうた(Fig 1- 6 D). 他の ケモカイ ン ､ CIN C-2 α , C[N C･2β, CIN C 3 の陽性
細胞は検出できなかっ た ｡
さらに､ 気道における CIN C-1 に対する上皮細胞の 陽性細胞比率と炎症細胞数カウ ン
トの経時的変化を Fig 1 -7 Aと Fig ト7B に示した ｡ LPS吸入後1 時間と 2 時間後にお
ける陽性上皮細胞の 比率はそ れぞれ ､ 1 4.3 %と 8.1 % で奉っ た｡ 気管支における全好
中球数の ピ ー クは4時間後に認められ ､ CtNC-1 陽性好中球は LPS吸入 2 -1 2時間後
の 浸潤 したいく つ かの好中球に認められた ｡
4 . 考察
肺組織 へ の 好中球浸潤 は好中球の 活性化 ､ 内皮細胞へ の 接着､ 遁走 など幾つ かの 一
連の反応によ りもた らされる(45･ 4 7)｡ こ の プロセ ス に関わる遊走国子 と して は補体
成分こ ロ イ コ トリ エ ンB 4､ ケ モカ イ ンならびにモ ノカイ ンなどが知られて い る. ラ
ッ ト CIN Cは /
'
n vI
'
tr oおよび /
'
n v/
'
v oにおい て ラッ ト好中球に対する遊走活性を有 し､
LPSに反応して誘導されるケモ カイ ンである ｡ 好中球が血管内皮に接着し ､ 活性化を
受けるため に必要な CIN Cの農度は nM オ ー ダ ー で あり､ 少なくとも好中球活性化物
質で ある F M LPやロ イコ トリ エ ン B4 の 1 0 0倍以下の濃度であるこ とが示されて いる
(48, 49)｡ また ､ 実際に､ この濃度の CIN Cは炎症部位に検出されて いる(4 0)｡ こ れ
ら知見は C]N Cが /
'
n v/
'
v o における好中球活性化に関わ る真の炎症性メディ エ ー タ ー で
ある可能性を示 唆するもの で ある(5 0)｡ その 上 ､ 種々 の 実験モ デルの 好中球浸潤 にお
いて C】N C の重要性が明らか にされて きた(3 9-41)｡
近年､ C[NC は4つ の is ofo r mに分類されて いる ｡ 精製した各 CIN Cは同程度の 遁走
活性を有して いる こ とから､ 好中球浸潤 へ の各 CINC の寄与は炎症部位で の 産生 量 に
依存すると考えられ て い る(4 2)｡ しか し ､ 肺炎症において は これ ら4種の C]N Cの う
ち ､ どの 分子種が主たる遁走因子である かは明らか にされていな い ｡ 著者らはラ ッ ト
LPS誘発肺炎症モデル における気道内 CIN C動態につ い て検討 し､ 4種の CIN Cの内､
C]NC11が主た るケモ カイ ンである こ とを初めて示 した ｡ 興味深い こ とに ､ L PS 処置
後の CIN Cの 変化は 一 様で はなか っ た｡ C[N Cil は 2時間後と 6時間後に ピ ー クを持つ
2峰性の 変化を示 し ､ CIN C 2α と L CIN C 3はそれぞれ ､ 6時間後と 2時間後 にピ ー ク
を示 した｡ これらの 経時的変化には再現性があり ､ この パタ ー ンの遠い は これら CIN C
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の産生部位が異なる ことを示 唆するの かも しれない ｡
ラ ッ ト CJN Cと機能的に類似する と 卜IL- 8 は in vitro で は種々 の細胞､ 例えば､ 末
梢血単核球(51)､ 肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジ(5 2)､ 線維芽細胞(53)､ 内皮細胞(54)､ 気道
上皮細胞(5 5, 5 6)､ 血管平滑筋細胞(5 7)および好中球(5 8)などで 産生され るこ とが
知られて い る｡ しか し ､ 一 方で はイ ヌ の気管や末梢気道 へ 緑膿菌培養上溝を注入する
と気道上皮､ 気管支腺および浸潤して きた好中球に選択的に lし8 mR N A発現が認め
られるこ とも示されて い る(43)｡ 今回行 っ た免疫組織化学的検討によると C】N C･1 陽
性細胞は暴露 1 -2 時間後で は気管支非線毛細胞に､ 4 ･12 時間後で は浸潤して きた好
中球の 一 部に認められた ｡ これらの結果は C]N C l の産生細胞は気管支非線毛細胞と
一 部の浸 潤好中球で ある こ とを示 唆するもの で ある ｡ さら に､ これらの 知見 は C]N C-
1 の2峰性変化の 一 つ 目の ピ ー ク ､ すなわち ､ 2 時間後は気管支非線毛細胞由来､ 2
つ目 ､ すなわち ､ 6時間後は浸潤好中球由来である ことを示すものかもしれな い ｡
肺組織で は他の ケモ カイ ン C[N C-2 α ､ CIN C12β､ CIN C･3 は ､ BA L液中で C]N C 2
α およぴ CIN-3 が EL暮S Aにて検出された にもかかわらず､ 検出することが できな かっ
た｡ 試験に用 いた抗体は他の CIN Cに対する交叉反応性を示さず､ それぞれの C】N Cに
対して同程度の 結合性を有 して いる ｡ また ､ 著者らは CINCl 以外の抗体が同 じ方法
で ､ 別の 誘発物による好中球浸潤モ デルで抗原を検出できる こ とを経験 して いる ｡ し
たが っ て ､ CIN C-2 α と CIN C 3は C[N C11 に比較しその 濃度が低か っ たために肺組織
で検出されなか っ たもの と思われた ｡ また ､ CIN Ci2βは この モ デルで は関与が少ない
もの と考えられる｡
C暮N C-1 の染色性の 変化は B A L中の CIN C-1 溝度の 変化に先行して いた｡ C】N Cは産
生された らすぐに細胞外空間に放出され る物質で あると考えられて いる(59)｡ この 性
質が免疫組織化学的染色を困難に して いるのかも しれな い ｡
肺胞上皮細胞や肺胞 マ ク ロ フ ァ ー ジに関して は CIN C-1 の 陽性細胞はわ ずか に認め
られるの みであっ た ｡ ラ ッ トマ クロ フ ァ ー ジが CIN Cを産生する こ とは数多く報告さ
れて いる(6 0- 6 2)｡ こ の 矛盾は実験条件に起 因 して い ると考えられ る｡ 即ち ､ 著者ら
が使用 したネブライザ ー の 発生する エ ア ロ ゾルの 空力学的平均粒径は 4.3〝 m である｡
この粒子サイズはラ ッ ト肺の 深い部分 にはわずか にしか分布しない もの と推察され る
(6 3)｡ この こ とが ､ 我々 の モ デルで肺胞マ ク ロ フ ァ ー ジに CIN C､ とりわけ C]NC 3が
わずか にしか検出できなか っ た理由かもしれない ｡
Dris c ollらは m a c r ophage inf一a m m ato ry pr otein-2 (M[P- 2)､ こ こで い う CINC13
に対する抗血清が ラッ トα -qu a rts 誘発の肺好中球浸潤を 6 0 %以上抑制 した ことを示
した(74)｡ こ の結果はこ の肺炎症における MIP- 2 の 重要性を示唆してい る(6 1)o lgG
免疫複合体によるラ ッ ト肺傷害にお いて は CIN Cおよび MIP-2 が好中球浸潤に寄与し
て いる こ とが示 されて い る(64)｡ そ して ､ 本検討 にお い て はラ ッ ト LPS モデル で は
CIN C･1 が主た るケモ カ イ ン で あっ た ｡ しか し､ 勿論 ､ こ の 結果はラ ッ ト炎症モ デル
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全て に 一 般化され る事象で はな い ｡ 中川は C[N C12α が ラ ッ ト肉芽種(4 2)や I
'
n v/
'
tr o
で の ラッ トマ ク ロ フ ァ ー ジ(6 0)か ら産生される主た るケモ カイ ンで あるこ とを報告し
て いる｡ Az obe n z e n e a r s o n ate を結合させた アセチル化牛血清アルブミ ンを用い たア
レルギ ー 性炎症モ デル にお いて は C]N C･3 が m ajo rなケモ カイ ンであり ､ CIN C-1 は
min o rな分子種で ある ことが示されて いる(6 5)｡ 一 方､ フルオ レセイ ン ー イ ソチオシ
アネ ー トでラ ベ ル した卵白ア ル ブミ ンで 誘発した炎症モ デル におい て は ､ CIN C lが
m ajo r, CJN C 3が min o rな ケモカイ ンであることが報告されて いる(6 6)｡ したが っ て ､
どの C)N C is ofo r mが寄与するか につ いて は刺激物質に依存して い るの かも しれない ｡
ステ ロ イド性抗炎症薬は LPS誘発好中球浸潤を抑制する｡ 0'Le ary らはデキサメサ
ゾン(D EX)の 前処置が MIP- 2 レベルに影響せずに L PS投与後の ラ ッ ト好中球浸潤を抑
制したと報告して い る(67)｡ この報告は好中球浸潤 におけるケモ カイ ンの 関与を否定
するものである｡ 然るに J
'
n v/
'
tr oで は IL 8や CIN C:産生はス テ ロイド性抗炎症薬に
よ っ て 阻害を受 けるこ とが報告されて おり(6 8, 6 9)､ また 一 方では ､ C]N C抗血清が
同モデルの好中球浸潤を著 しく抑制し ､ LPS誘発肺炎症モ デル における CIN Cの 重要
性が示されて いる(3 9, 4 0)｡ これらの報告の 矛盾は M[P-2/CIN CL3 以外の ケモ カイ ン
例えば､ CIN C･1 がこの モ デル に寄与して いる可能性を示唆して いるの かも しれない ｡
著者らは本研究でラ ッ ト LPS誘発肺好中球浸潤 にお いて CIN C-3 ではなく CIN C･1
が主要なケモ カイ ンである ことを示 した ｡ そこで ､ 著者らは この モ デル における D Dく
の
I CINC-1 動態に対する効果につ いて 検討した ｡ その 結果 ､ L PSによ っ て惹起され た
C[N C l溝度の 上 昇は D E X処置 に より用 量依存的 に抑制を 受 ける こ と を確認 した
(inta ct:0･1 0 ±0.01 ng/m], c o ntr ol:.4.2 9 ±0.5 3 ng/ml, D E X lmg/kg,ip 2.8 3 ±
0.3 2ng/ml, D EX 3mg/kg,ip2.49±0.30 ng/m[)｡ この結果は C[N C の L PS誘発好
中球浸潤 における重要性を支持する結果 と考えられた ｡ ｡
以上､ ラッ ト LPS誘発肺炎症モ デル において好中球浸潤 に重 要な役割を果た してい
る C)N C の産生動態につ いて 検討し､ 本モ デル におい て主に関与する C[N C is ofo r mは
c
L
[N C-1 である こと､ さらにはその CIN C･1 は気道非線毛上皮細胞な らびに浸潤して き
た好中球から産生されるこ とを明らかにした｡
_1 0.
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第1 - 2壬軌 新規内因性エ ラスタ ー ゼ肺傷害モデルの構築
一 活性化好中球による肺傷害と内因性エ ラスタ ー ゼの 関与 -
l . 序文
前項で はケモ カイ ン産生動態も含めたL PSによる野中球性炎症病態の解析を試みた｡
LPS誘発モ デル は細菌感染における肺炎症を模 したモ デル と考えられ る｡ しか し､ そ
の肺傷害の 発症に好中球の 関与が示 され て いる もの の (70)､ LPSによる直接の肺傷
害作用 に加え､ 単球からの tu m o r n e cro sisfa cto r- α(71)､ inte r[e ukin-1(7 2)ならび
に種々 の リビ ッ ドメディ エ ー タ (73, 7 4) 遊離刺激作用など､ 発症機序の 詳細は複雑
である｡ また ､ 好中球はエ ラス タ ー ゼばか りでなく ､ 種々 の組織傷害性因子 ､ 例えば､
脂質代謝産物､ 活性酸素､ 他の プロ テ ア ー ゼも遊離するこ とから､ 好中球によ っ て惹
起される肺傷害 におい て の 好中球エ ラス タ ー ゼの 関与につ い て は十分 に理解されてい
ないの が実情である ｡ そ こで ､ 本項で はまず､ より野中球が関わる肺傷害モデルを構
築し､ その肺傷害における好中球エ ラス タ ー ゼの関与につ いて 検討した ｡
2 . 実験方法
使用薬物
本実験に用いた試薬は以下の ものである :F M LP､ c atala s e､ α トpr ote a s einhibito r
(α トP]) ､ indom et ha cin およぴde x a m etha s o n e(D EX)はSigm a Ol e mic al Co. ､
m etho xys u cinyトa]a nyトala nyトpr olyI- v alin e- 7 - a mido･4 1 m ethy[c o u m a rin および
m etho xys u c cinyトala nyトala nyトpr olyI- v a[yトch[o r o m ethyトketone (C M K)は Bachem
Fein che mika]ie nA G､ e ndoto xin([ipopo[ys a c cha ride; E c o/I
'
0 04)は Difco
Labo r ato rie s､ s u rpe r o xide di?m uta s e(S O D)とアルブミ ン測定用キッ トは Wako
Che mic a一Co. の もの を用いた . F M LPは dim ethy[s ulfo xide に溶解し､ 適宜生理食塩
水にて希釈して使用 した｡
LPS誘発肺傷害
ハ ロ セ ン麻酔下にて 8-1 0週齢の雄性シリア ン ゴ ー ルデンハ ム ス タ ー に LP S(0.4 2
mg/kg)を経気道的 に投与した ｡ LPS投与の 1, 3, 6, 1 2, 2 4およぴ 48 時間後に気管
支肺胞洗浄 (B A L)を Barry らの 方法にしたが っ て施行した(4 4)｡ すなわち､ ウ レタン
麻酔下(1 g/kg,ip)の ハ ム スタ ー の気管支にカ ニ ュ ー レを挿入し ､6 ml の PB Sにて BA L
を3回繰リ返 し白A L液を得た ｡ 肺炎症の マ ー カ ー と して B A L液中の好中球数およぴ
アルブミ ン濃度を測定した ｡ 細胞組成の検索は DifトQuick染色にて ､ アル ブミ ン濃度
はB A L液の1 2 0 0 0rpm , 2 minの遠心上清中濃度を市販測定キッ ト(アル ブミン:Wako
Ol e mic al Co.) にて行っ た ｡
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LPS＋ F M LP誘発肺傷害
ハ ムス タ ー に LPS(0･4 2 mg/kg)を経気道内投与し､ その 24 時間後 にさらに FM LP
(0･2 5mg/kg)を経気道的に投与した｡ B A LをF M LP投与後の 9 0min 後に行っ た ｡ B A L
液中の好中球数､ 肺出血の 指標として ヘモ グロ ビン濃度 ､ さらにB A L液遠心上清中の
アルブミ ン叢度およびエ ラス タ ー ゼ活性を求めた ｡
エ ラス タ ー ゼ活性測定法
B A L液中エ ラス タ ー ゼ活性は Ma rio らの方法(7 5)に準じて ､ エ ラス タ ー ゼ用合成基
質､ m etho xys u c cinyトa[a nyl- ala nyトpr olyトv alin e7 - a mido･41 m etho xyc o u m a rJ
'
n を
用いて測定した ｡ すなわち ､ B A L液遠心上清7 5FLlを 0.5 M NaClおよび1 m M b Cl2
を含有する 0･0 5 M Trisbuffe r(pH 7.5)1.4 m=こ加えた ｡ この溶液に6 m M の基質2 5
plを加え ､3 7℃ で 6 0min 間インキ ュ ベ - 卜した ｡ 蛍光強度をEx 3 7 0n m, Em 4 6 0n m
にて測定した ｡ エ ラス タ - ゼ活性は酵素的に遊離した 7 - a mido-4 - m ethylc o u m a rin の
蛍光強度を基 に 朗口濃度の ヒ 卜噂疲由来エ ラスタ ー ゼ(H S句 で標準曲線を作製し､ HS E
濃度で表示 した｡
エ ラス タ ー ゼの由来を同定する目的で エ ラス タ ー ゼ活性をセリン プロテア ー ゼの 阻害
剤diis opr opy[ f(u o r opho sphate(D EP, 5 m M)あるい はメ タロ ブ口 テア - ゼの阻害剤､
dis odiu m ethyle ndia min etetra a c etate(ED T A, 1 0m M)の存在下にて測定した｡
*
病理組織学的解析の ために､ 肺を1 0 %ホルムアルデヒドで 2 5 c m 水中庄の もと4 8
時間拡張固定した｡ その後 ､ 肺切片を へ マ トキシリン ー エ オ ジン染色し､ 標本を得た ｡
薬物投与
LPS＋ F M L P誘発肺傷害モ デルを用い ､ いくつ かの薬物の効果につ い て検討した｡
特異的エ ラス タ ー ゼ阻害剤で ある C M K､ ならびにヒ卜血渡由来 α トPIは F M LPと同時
に経気道的に投与した｡ D EXおよぴ cycTo o xyge n a s einhibito rであるindo m etha cin
はF M LP投与の l時間前に経口投与した ｡ S O Dおよぴ c atala s eは F M L P投与の 2時
間前に皮下投与 し､ さらにS O Dを F M L P投与後10min 間infu sio nした ｡
経社歴逝
デ ー タは平均値±S E Mで示した ｡ 群間比較は Stude nt,s t-te st また は Du n n ett多
重比較検定を用 いた｡ P<0.05 を有意とした ｡
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3 . 結果
LPS誘発肺傷害モデル
LPS誘発肺傷害の 経時的変化を Fig 1 -8 に示した｡ B A L液中の好中球数は L PS投与
の 3時間後に著しく増加し､ 2 4時間後にピ ー ク に達した ｡ 一 方､ アル ブミン濃度は6
時間後にピ ー クを示し､ その後しだい に低下 した｡ 細胞組成解析の結果から､ LPS投
与24 時間後の B A L液中細胞はほとんど好中球であっ た｡ 好中球 ､ 肺胞マ ク ロフ ァ ー
ジ､ リンパ球､ 好酸球の比率はそれぞれ ､ 8 6.9, 7.8, 4.6 およびo.8% であっ た｡
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軸 型丑透萱塵塵室圭王坐
好中球特異的に依存したモデルを構築するために著者らは LPS投与の 2 4時間後に
好中球の 活性化剤で ある F MLPを経気道的に投与した ｡ LPSで処理した動物では ､ 著
しい好中球数の 増加が認められ ､ アル ブミ ンおよび ヘ モ グロ ビン濃度も増加した ｡ し
かし､ エ ラスタ ー ゼ活性に変化は認めなか っ た ｡ 一 方､ F M LP処理 した動物では本実
験条件下で は好中球数､ エ ラス タ ー ゼ活性およびヘ モ グロビン濃度に変化はなく ､ ア
_1 5.
ルプミ ン濃度にわずかな増加を認めた｡ これ に対し､ LPS処理の 24 時間後 にF M LP
を追加投与した動物では LPS処理動物に比し､ エ ラス タ ー ゼ活性が著しく増加し､ ア
ルブミンおよぴヘ モ グロ ビン濃度ゐ有意な増加が認められた(Fig 1 -9).
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エ ラス タ ー ゼ活性と ヘ モグロ ビン濃度の 経時的変化を Fig ト1 0に示 した ｡ エ ラス タ ー
ゼ活性は F M L P処理後著 しく上昇し､ 6 0 min 後まで ､ 一 定に推移 した ｡ 一 方､ 肺出血
は30 min 後まで認められなかっ た｡
LPS＋ F ML P誘発肺傷害モ デルの B A L液中に認められる エ ラス タ ー ゼ活性はセリン
プロ テア ー ゼ阻害剤である D EP処理により完全に抑制された｡ しかし､ メタ ロ ブ口 チ
ア ー ゼ阻害剤である E DT Aではほとんど変化が認められなかっ た(Fig 1 -1 1)｡
病理組織学的解析
LPS処置した動物で は気管支周囲および肺胞積域に著しい びまん性の 好中球浸潤と
血管周囲に浮腫を認めた ｡ そ して ､ FM LP の追加投与は激 しい肺出血 を誘発させた(Fig
1 -1 2)｡ L PS＋ F M LP処理動物の肺胞領域の電顕写真を Fig 1 -1 3, 1 ･14 に示 した｡ 肺
胞腔へ の好中球浸潤と赤血球の湧出が認められ+ 肺胞上皮細胞の 破壊と溶出性の肺出
血モデルである ことが確認された｡
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LPS＋ FM L P誘発肺傷害に対する種々 の 薬物の効果
αl - PI､ エ ラス タ ー ゼ阻害剤 ､ 抗炎症剤およぴラジカルスカ ベ ン ジャ ー の 効果につ
いて検討した ｡ α1- PI20 mg/kg あるいは CM K0.2 mg/kgの 経気道内投与は肺出血
を有意に抑制した｡ デキサメサ ゾンはわずかな抑制､ インドメタシンは抑制というよ
りはむしろ増悪作用が認められた ｡ ラジカルスカベ ンジャ ー ,S O D＋c atala s eに効果は
認められなかっ た(Table ト2)｡
4 . 考察
細菌性の エ ンドトキ シンは好中球浸潤を伴なっ た肺傷害を惹起 することが知られて
いる(3 3, 34)｡ そして ､ 好中球はエ ン ドトキシンの 関わる肺傷害の病態形成 において
重要な役割を果たして いると考えられて い る(7 0)｡ しか し､ L PS を経気道的に投与す
ると肺傷害が惹起されるが､ 肺傷害形成の経時変化と好中球数の推移の甲に相関はみ
とめられなかっ た(Fig ト8)｡ つ まり ､ L PS誘発の急性肺傷害には好中球だけで なく ､
多くの傷害因子 ､ 例えば､ L PS直接の肺組織傷害作用や単球刺激を介した作用などが
関与して いるもの と考えられる｡ そこ で ､ 好中球特異的に依存したモ デル を構築する
ためにL PS投与2 4時間後 ､ すなわち､ 好中球数の 上昇が認められ ､ 急性炎症が治ま
つ た頃に､ 好中球の活性化剤である F M LPを投与して好中球特異的な肺傷害を惹起で
きないかと考えた ｡ また ､ 前項では使用動物はラ ッ トを用い ､ LPS処 矧ま吸入 にて肺
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Figl･11. Elastase a ctivityin B A L fluidofe ndoto xin a nd F M LP･indu c ed lu nginju ry.
Additio n of diis opr opylf]u o r opho sphate(D F P)butn ot E DIAc o mpletelyinhibited
e[a sta s e a ctivityof B A L fluid inthe e ndoto xin a nd F M LP indu c ed inju ry m ode一.
Tablel･2, Effe cts ofs e v eraL drugs o n e ndoto xin a nd F M LP indu c ed ru ng[nJu ry.
Drugs Tre atm ent N ]nhi bitio n of he m αrhage(%)
Dex am etha s 珊 e
a)
lndo m et 旭cina)
al-p一c(e a s einhibitor
b)
”eoSu c_N a_A[a_ Pro_Vat_ b)
chlororn e廿1y]keto n e
(As n5 5-A]al O7)SLP(C)
c)
(Arg58-AJal O7)SL PI
0.05 m9Ikgp.o.
1 .0 mdkg p.o.
J O.3 m gkg p.o.
1 .0 mgkgp.o.
2 0 mgkg i.I.
0 .2 rn9/kg i.t.
3 mgkg i.v.
3 0 rTlykg i.v.
1 0 mdkg i.v.
3 0 m♂k9 i.∨.
[c
s
a:d
D
:e 〔;:;:
∪/kg ら.c.
＋6 0 0 0 U/kg/3 0m h.in山sio n
U/kg s.c.
8 2 4 3
9 -0.1
9 -23.2
8 61.6 Pく0.0 5
1 0 5 5.9
1 1 3 2.3
1 2 4 8
.0 P〈O.0 5
1 2 2 9.0
1 1 5 9.1 Pく0.0 5
a):A drninistered 1hoLJrbefore F M L Ptr eatm e nt.
b):A dministered sim ulta n e o u sly with F M L P tr e atm er*.
c):A dministered2 minute stx!foreFM LPtre atm e nt.
d):SO D(s.c.)a nd catala s e(s.c.)w ere administered2 hoursbeforeF M L P tr e atm e nta nd b llow ed byS O D infusio n
fro m10minutes afterF M L P tr eatm e nt.
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炎症を惹起 したが ､ 本項で はより強い好中球浸潤を惹起 する こ とが可能な ハ ム スタ ー
を用い ､ LPS処理 は経気道内投与にて 実施した｡ ちなみ に､ ハ ム スタ ー は ラッ トに比
較すると血清中の抗プロテ ア
ー ゼ物質の濃度が低い ことが知られ ており(7 6)､ 活性化
好中球の傷害作用がより強く発現するこ とが予想された｡
その結果､ F M L P の追加投与により ､ LPS の肺傷害は著しく増悪され ､ 病理組織学
的観察から､ この新規モ デル は好中球による溶出性の肺出血モ デルであると思われた ｡
さらに､ 著者らは好中球エ ラス タ ー ゼに焦点を絞り､ このモ デル の傷害形成 における
エ ラスタ ー ゼの 関与につ い て検討した｡ 病態の経時的検索におい ては エ ラス タ ー ゼ活
性の上昇は肺出血の 上昇 に先んじて認められた(Fig ト1 0)｡ さらに､ B A L液中の エ ラ
スタ ー ゼ活性は D FP処理 で阻害を受け､ ED T A処理 に影響しなか っ た ｡ したが っ て ､
その エ ラス タ ー ゼは好中球由来qjものであるこ とが示唆された ｡ 薬理学的な検討 にお
いて､ 本モデルの肺傷害は α トPlや C M Kなどの 羊 ラス タ ー ゼ阻害剤の投与 によっ て
抑制を受け､ デキサメサゾンやイン ドメタ シ ンさらにはラジカル スカベ ン ジャ ー の 投
与では明らかな作用を示さなか っ た ｡ デキサメサ ゾンは強い抗炎症作用を有すること
が知られて いる ｡ 本試験系において デキサ メサゾンが奏功しなかっ たの は好中球浸潤
後に薬剤投与を行っ たためと推察される｡ つ まり､ この結果は既 に成立 した好中球性
炎症病態の改善にはス テ ロイドは無効で好中球 エ ラス タ ー ゼ阻害剤の 方が有効性を期
待できることを示唆する知見と思われた｡ 以上､ これらの検討結果いずれも､ LPS＋
F ML P誘発の肺傷害形成に好中球エ ラス タ ー ゼの 関与を強く示唆するもの と考えられ
た｡ W eis sらは好中球による組織障害に好中球エ ラス タ ー ゼと活性酸素が相乗的に作
用するこ と､ また ､ その傷害形成には好中球エ ラス タ ー ゼが大きく寄与して いること
を指摘した(7 7)｡ 著者らの結果は彼らの 考え方を支持するもの と思われた ｡
以上､ L PS肺炎症モ デル にF M LPを追加投与する ことで好中球に依存した肺傷害モ
デルを作製するこ とがで きた｡ そして ､ この肺傷害形成に内因性の好中球エ ラスタ ー
ゼの関与が推察された｡ 本新規モデルは エ ラス タ ー ゼ阻害剤の薬効評価系と して有用
なモデルであると思われた ｡
_1 9_
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第2 章. 低介子 エ ラス タ
ー ゼ阻害薬､ T Eト83 62 の薬効特性に関する研究
1 . 序文
好中球エ ラス タ ー ゼは好中球の アズ ー ル鞍粒内に存在するプロテ ア ー ゼである｡ こ
の酵素は多くの細胞外マ トリ ックス を消化する ことができ､ 結合織の 代謝や外来物質
の溶解に重要な役割を果た して いると考えられて い る｡ 細胞外に放出された エ ラス タ
ー ゼは α1- pr ote a s einhibito r(α トPI), α - m a c r oglobu]in および s e c r etory
Ieukopr otea s einhibito rの ような生体内プロテ ア
ー ゼ阻害物質によっ て制御を受 けて
いる｡ しかし､ 好中球の溶解に伴うような過剰な エ ラス タ ー ゼの放出や炎症局所での
エ ラス タ ー ゼの 作用により､ pr ote a s e- a ntipr ote a s eの不均衡が もたらされ る｡ その
結果､ 組織の傷害や機能不全が誘発され る｡ 事実､ 種々 の 慢性呼吸器疾患 ､ 例えば､
慢性気道疾患(3)､ 慢性閉塞性肺疾患(8)､ 気管支拡張症(9)､ 膿胞性肺線維症(1 0)な
どの噂病中あるいは気管支肺胞洗)
-
a(B A L)液中には著しい好中球エ ラス タ ー ゼの存在
が認められ, その濃度と臨床症状との間に正の相関があることが報告されて い る｡
T El18 3 6 2
,
4-(N-(3-((3- c arbo xy pr opyl)a min oト8- m et hyト1- o x o- 4 -
azais o chr o m e n-6-yI)c a rba m oyl)-4-((phe ny]m etho xy)c a rbo ny]a min o)buta n oic
a cid
, G6H28N.09,は帝人生物医学総合研究所にて 開発した新規の 低分子 エ ラス タ
ー ゼ
阻害剤である｡ 本章で は/
'
n v/
'
tr oならびに/
'
n v/
'
vo で の T Eト83 6 2の薬理学的特性につ
いて検討した｡ 特に J
'
n viv oの検討において はと卜好中球エ ラス タ ー ゼで惹起 する肺
傷害モ デル (ここで は外因性エ ラスタ ー ゼ肺傷害モ デル と呼ぶ) に加え ､ 第1 - 2 節に
て記述した LPS＋ F M L P で誘発する活性化好中球に依存した肺傷害モデル (外因性エ
ラス タ ー ゼモ デルに対比 してこ こ で は内因性エ ラス タ ー ゼ肺傷害モ デルと呼ぶ) を用
いて ､ 気道内投与､ 吸入投与ならびに静脈内投与における効果につ いて 検討 した｡
2 . 実験方法
使用薬物
T Eト8 3 6 2は帝人生物医学総合研究所にて合成されたもの を用いた ｡ そ の化学構造
式を Fig2-1 に示した ｡ その 他､ 本実験に用いた試薬とその メ
ー カ ー 名は以下の とお
リである｡ ヒト噂疲由来 ela sta s e(日a stin Pr odu cts Co.: ヒト好中球エ ラス タ ー ゼ
(H N E)に等 しい(78)､ ウシ揮由来α - chym otrypsin, ウシ騨trypsin, ヒ卜好中球
c athepsin G,
T Eト8362
Fig2_1
乱ぜH埠- o∴
Mol. Wt.:5 4 0.5 2
4･(N-(3･((3･c a rboxypropyI)a mln o)･81 m ethyI1 ･ o x o･4･a z afs ochr o m e n
･ 6･yI)c a rba m oyI)-41(pbe nytm elho xy)carbo nylaTTlln o)but8 n OIc a cid
-23-
ヒ 卜血嬢pla s min,およびF M LP(Sigm aOl e mic aI Col)､ 緑膿菌 ela sta s e(Naga se
Bio medic a]s)､ MeO Su c- A]a･ A]a- Pr o･ Vaトp- nitr o a ni[ide, Su c- Ala- A[a- Pr o- Phe- p-
nitr o a nilide, N･ α -Bz- Arg-p- nitr o a nilide H Clおよび1le- Phe- Lys-p- nitr o a nilide 2H C[
(Ba che m Fein che mikalie nA G)､ LPS(Ec o//
'
0 0 4: Difco Labo r ato rie s)
H N Eに対する阻害定数の測定
ヒト噂癌由来エ ラス タ ー ゼをさらに精製することなく ､ ヒト好中球エ ラス タ ー ゼと
して実験に用いた(6 8, 7 9)｡ H N E 5 0J⊥=fin alc o n °:0.4 nM)､ 基質(MeO Su c- Ala･
AIa- Pr o- Vaトp- nitro ani]ide, fin alc o n e:0.1 m M)2 5FLIおよび1 M NaCl, 0.1 % PE G
6 00 0を含有する0.1 M H EP ES(pH7 .5)2.4 m[をインキ ュ ベ ー シ ョ ン mixtu r eとし
た｡ キ ュ ベ ッ トを温度を 一 定にコ ントロ ー ル した分光光度計にセ ッ トし､ 基質を添加
すること により反応をスタ ー トさせた ｡ 0･8
.
min 後､ 様々 な濃度(0, 1･6, 4･17, 6･2 5,
12.5 nM)の 阻害剤あるい は D M S O 25FLIを反応液に加え､ 4 1 0n m にて吸光度の 変化
を37℃で連続的にモ ニ タ ー･し､ H N Eによる p- nitr o a ni[in eの遊離速度の変化を求めた｡
そして ､ 3 0以上の ポイ ントで各時間毎の吸光度をプロ ッ トし､ Ne um ann の 式(8 0)に
当てはめた(81)｡
T Eト8 3 6 2 のセリンプロ テア ー ゼに対する選択性評価
実験には 0.5 M NaClを含有する0.1 M H EPES buffe r(pH 7.5)を用い た ｡ 種々 の濃
度の阻害剤をセリンプロ テア ー ゼと共に37℃ で 1 0 min間プレイ ンキュ ベ - シ ョ ンす
る｡ それぞれの基質の添抑こよっ てス タ ー トさせ ､ 2 0 min 間反応させた ｡ 40 5n m に
て吸光度を測定し､ 残存する酵素活性用いた T EI- 8 3 62 の濃度毎にプロ ッ トした｡IC50
は水解活性を 50 %阻害するの に必要な阻害剤の濃度と して 定義した ｡
! &
8-1 0週齢の雄性シリア ンゴ ー ルデンハ ムス タ ー を ハ ロ セ ンにて 麻酔し ～ H N E(5 0
FLg/a nim al)を経気道的に投与した｡ H N Eあるいは v ehic]e の投与容量は 1 0 0FLIと し
た｡ H N E投与の 3時間後､ 気管支肺胞洗浄(B A L)を Ba rryらの方法(4 4)に準じて施行
した ( 詳細は第1 - 1 節に記 した)｡ 肺傷害の指標として B A L液中の ヘ モ グロ ビン濃
度をシア ンメ トヘモ グロ ビン法にて測定した (8 2)｡ H N E誘発肺出血に対する抑制効
果を静脈内投与は H N E投与の 2 min 前､ 気道内投与は1 hr前､ 吸入投与は H N E投与
後5 min間､ T Eト83 6 2を投与して検討した｡ 尚､ 静脈内投与はハ ロ セ ン麻酔下にて
大腿静脈から行い ､ 吸入投与は ハムスタ ー をアクリルチャ ンバ ー (7 2 L;3 5x45 x42
cm)に入れ､ T El-8 3 6 2 6mg/mIを超音波ネブライザ ー に充填し､ 1 5 min 間エ ア ロゾ
ル を暴露して行っ た+ この装置の発生するエ ア ロ ゾルの 平均粒径は 4.3 J⊥ m であっ た｡
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L &
LPS肺炎症モ デル にF M LPの追加投与を行うことで内因性エ ラス タ ー ゼの 関与する
肺傷害モデルを作製し､ T Eト8 3 6 2 の肺傷害抑制効果につ いて検討した (モデル作製
方法の詳細は第l -2 参照)｡ T Eト8 3 6 2を静脈内投与では F M LP投与の 2 min 前に､
吸入投与で は F M LP投与後直ち に､ 気道内投与で は F M LP投与と同時に投与した｡ 尚､
T EJ･8 3 6 2 の吸入投与は5 mg/mJの T Eト8 3 6 2を超音波ネブライザ ー を用い て1 5 min
間エ アロ ゾル化して 行っ た ｡
統計解析
デ ー タは全て 平均値士S E Mで 表示 した｡群間の比較は Stude ntの t -te st と Du n n ett
の多重比較検定を適宜用いた ｡ P値が 0. 05以下を有意と判断した｡
3. 結果
H N Eに対する酵素阻害活性と酵素選択性
Fig2-2 に示す直線式の傾きならびにy軸切片から､ T Eト8 3 6 2 の結合定数 Ko nは
1.32 xl O6M
-1s
'1
､ 帝離定数 Koffはl .82xlO
‾3 s:1 と算出された ｡ そして ､ その 比
である Kiは1.3 8xl O
-9 M であっ た｡
′ ■ ヽ
▼ ■
Ⅰ
∽
くり
t
O
ー
X
ヽ ■ ′ l
一凸
J5
㌔
8
7
6
4
3
2
I
【l】†Km/(K m ＋【S】)I(xl O
･ 9 M)
Fig2-2. Kin etic s ofinhibitio n of H N E byT E ト8362. T E ト8362 is a slo w-bindinginhibito r of
hu m a n n e utr ophilela stas e. Progre s sc u rv es c o mposed ofm o retha n30abs o rba n c e-
tim epairs w e refitted tothe equ atio n of Ne u m a n n eta/･(80), whe r eKapp,[I], a nd[S]ar e
theps e udo-first- o rde r rate c o n sta nt,inhibjto r
c on c e ntr atio n a nds ubstr ate c o n c e ntr atio n, r e spe ctiv e)y. Ko n a nd Koffa rede riv ed fr o m
thegradie nta ndtheinte rc eptio n ofplots o ny a xis, re spe ctiv e一y.
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さらに､他の セリンプロ テア ー ゼに対する T Eト8 3 6 2の選択性を Table 2 ･1 に示 した｡
T El.8 3 6 2は H N Eに対してキモ トリプシンの 1 0 0 0倍 ､ トリプシンの 1 0 0倍以上の
選択性を示した｡ また ､ T Eト8 3 6 2は緑膿菌エ ラスタ
ー ゼに対して 阻害を示さなか っ
た(tC5 0> 1 m M)｡
Table2-1 [nhibito ry c apa citya nd s ele ctivityof T E[-8362 fo r s e rin epr otein a s e s
Enzym e Substr ate lC50(nM)
Hu ma n叩Utu m elasta s e(4xl O
ー10M)
H叩 an[e uko cyte cathepsin G(4xl O
-9M)
Hu m anp[as m apla s min(9.6xl O
'11M)
Hu ma np一as m athro mbin(1･OxlO
'7 M)
Bo vin epancre atic α･ chym otrypsin(4x1 0
1''M)
Bovin epa ncre atictrypsin(1.7xl O
'8 M)
Ps e udo m on a s a e rug[n o s a ela sta s e
M eO Su c- Ala - Ala - Pro- Vat- PN A 1.9
Su e- N a - AIa - Pro- P he - pN A 6 1 0 0
Ile- P he -Lys -PNA 2 HCI
Bz- Arg- PN A H CI
Suc - A ]a - AIa - Pro - P he -PNA
Bz･ Arg-PNA H Cl
1 1 0 0 00
1 3 0 000
19 0 0
31 0
>1000 0 0
c hro m oge nic s ubstrate s(1xl0
-4M): n e utr ophi]e]a stase, MeO-Su c･ Ala-AIa- Pr o･Va]･
PN A;c athepsin G, Suc-A(a- Ala･ Pr o･P he･pN A;pla s min,l[e-P he
-Lys-pN A･ 2 H Cl;
thr o mbin
,
Bz-Arg･pN A. H Cl;trypsln, Su c-Ala-AIa-Pro-Phe･pN A;trypsln, Bz- Arg-PN AI
H Cl.
ハ ムスタ ー 外因性エ ラス タ ー ゼ肺傷害モ デル
まず､ エ ラス タ ー ゼを投与した肺出血モデルを用いて､ T Eト83 6 2を気道内､ 静脈
内および吸入 にて投与し､ その阻害剤と しての ポテ ン シャルを評価した｡ 肺傷害の程
度はB A L液中の ヘ モ グロ ビン濃度を測定するこ とによっ て 行っ た(7 9, 8 3)｡ H N E投
与の1 hr前に経気道的に投与した T Eト8 3 6 2(OTO 3, 0.1, 0.3 mg/.kg)は用量依存的に
肺出血を抑制した(円g 213 A)｡ その時の肺出血の 抑制率はそれぞれ ､ 3 6.7, 7 6.9 およ
ぴ9 3.4 % であり､ED 5 0は 45FLg/kgと算出された ｡H N E投与の 2 min 前にT Eト8 3 6 2
(10, 3 0mg/kg)を静脈内投与したところ､ 用量依存的な肺出血の抑制作用を示 した
(Fig2-3 B)｡ その時の肺出血の 抑制率はそれぞれ ､ 6 6.1, 9 2.9 %で あり､ E D50 は1 0
mg/kg 以下と推定された｡ T Eト8 3 6 2 6mg/mIを H N E投与 5 min 後から15min 間
吸入させ た時､ 有意な肺出血の抑制が認められた(Rg 2 -3q ｡ T Eト8 3 62 エア ロ ゾル
の投与量は H PL Cにてチ ャ ンバ ー 内の エ ア ロ ゾル溝度を測定し､ 以下の 算出式より求
めたところ､ 9 1〝9/kg と算出された ｡
用量 -(エ ア ロ ゾル濃度) X(換気量)x(吸入時間)x(肺沈着率)/(体重)
エ ア ロ ゾル濃度 - エ アロ ゾルをサンプリングした実測値
換気量 - 4･19 x( 体重)0･ 6 6(84)
肺沈着率 - 0.1 3 (85)
-2 6-
疲 適量圭亘迎
好中球性肺傷害における T Eト8 3 6 2の効果を検討する目的で ､ LPS投与の 24 hr後
にF MLPを追加投与して作製した活性化好中球に基づく肺傷害モデルを用い ､ 気革内､
静脈内および吸入投与で の薬効につ いて検討した ｡ F M L Pと同時に経気道的にT Eト
8362を0.1, 1, 1 0mg/kg で投与した ｡ その結果 ､ 肺出血ならびに B A L液中の エラ
スタ ー ゼ活性の 上昇を用量依存的に抑制した(Fig 2-4 A)｡ 肺出血の抑制率はそれぞれ ､
22.3, 5 9 Aおよび6 4.5 %で ､E D50 は 0.5 6 mg/kg と算出された｡FM LP投与の 2 min
前に静脈内投与した T Eト8 3 6 2(3,1 0, 3 0mg/k9)は用量依存的に肺出血およびエ ラ
スタ ー ゼ活性の上昇を抑制した(Fig 2-4 B)｡ 肺出血の抑制率は1 6.7, 2 3. 0 および
38.1 %で､ ED 5 0は3 0mg/kg 以上と推定された ｡ T Eト8 36 25 mg/mlをF M LP投
与5 min後から1 5min 間吸入投与し､ その効果につ いて検討した｡ その 結果､ 有意
な肺出血とエ ラス タ ー ゼ活性の抑制作用が認められた(Fig 2-4 C)｡ 吸入投与で の薬効
用量は0.076 mg/kg と算出された｡
4. 考察
種々 の呼吸器疾患患者の 噂疲およぴ BA L液中には著しい好中球エ ラス タ ー ゼ活性が
認められて おリ､ 組織傷害におけるその関与が示唆されて い る｡ また ､ 近年で は好中
球エ ラスタ ー ゼの病態生理学的な作用として細胞外マ トリッ クス の 傷害などの 組織破
壊ぱかリでなく ､ 気道過敏性の冗進作用(l l)､ 粘液分泌刺激作用(1 2, 1,3)､ 粘液細胞
過形成の誘導(14)､ 平滑筋細胞増殖作用(1 5)､ 白血球接着の修飾(16)､ 】L-8 遺伝子
発現誘導(1 7)､ バクテリアに対する貴食宿主防御機能の 失活(1 8)なども報告されるよ
うになっ た ｡ これらの知見は エ ラス タ ー ゼを阻害する ことによ っ て ､ 病理学的ならび
に機能的な異常が改善する可能性を示 唆する. 今回の /
'
n v/
'
tr oの検討で ､ T EL-8 3 6 2は
H N Eに対して高活性で 選択性の 高い阻害剤で ある ことが示された ｡ エ ラス タ ー ゼ阻害
剤として の /
'
n v/
'
troでの ポテ ンシャル は他社の合成阻害剤､ 例えば､ICt12 0 0 88 0(8 6)､
O N O-5 0 4 6(87)､ M D LI O l,146(83)､ FK70 6(79)などと同等あるい はそれ以上で あ
る｡ さらに､ /
'
n v/
'
vo での検討で は HN E誘発肺傷害に対して経気道的あるいは静脈内
あるいは吸入投与におい て も有意な抑制作用が認められた(Rg 2-3)｡ これらの結果は
T Eト8 3 6 2が好中球エ ラス タ ー ゼの炎症性障害における病理学的役割を検討するの に
有用な物質となる ことを示 して いる｡
これまで ､ その タンパ ク溶解性の強力さと哩味な基質特異性の ために好中球エ ラス
タ ー ゼに注目が集まっ て きた｡ そして ､ 多くの エ ラスタ ー ゼ阻害剤は H N E誘発の 肺出
血に対する阻害作用でその 活性評価を行われて きて い る(79, 8 3, 8 6, 8 7)｡ しかし､
好中球はた(さんの 障害因子たとえば､ 脂質代謝産物､ 活性酸素､ 他の プロ テア ー ゼ
などを放出することから､ 好中球性肺傷害におけるエ ラス タ ー ゼの 寄与につ いては明
らかにされてい ない ｡ つ まL)
'
､ H N E誘発の肝障害モデルだけで はその 活性評価ならぴ
12 7-
にその有用性を確認するの に不充分といえる｡ そ こ で ､ 著者らは T EI-8 3 6 2を評価す
るのに H N E モデルだけで はなく ､ 好中球依存的な肺傷害モ デル を構築し ､ その有用性
を評価した｡ 気道内および静脈内投与した T Eト8 3 6 2は用量依存的にエ ラス タ｢ ゼ活
性の抑制を伴う肺出血の抑制作用を示した(Fig 4 A, B). これらの結果は T Eト8 3 6 2の
肺出血抑制効果は好中球エ ラス タ ー ゼの抑制に基づくこ とを示 しており ､ 好中球が起
因となる組織傷害性肺疾患の 治療薬として の T Eト8 3 6 2 の有用性を示唆するものであ
る｡
T Eト83 6 2はH N E誘発肺傷害モ デル よりも内因性エ ラス タ∵ゼ肺傷害モ デルの 方に､
より多くの 用量を必要とした ｡ しかし､ T Eト83 6 2の ハ ムス タ ー の エ ラス タ ー ゼに対
する有効性は分かっ て いな いの で ､ 2つ のモ デル における比較は厳密には難しい ｡ ま
た､ T Eト83 6 2による肺出血の抑制程度はエ ラス タ ー ゼ活性の 抑制程度に比 較すると
弱かっ た｡ これはこの モデル に好中球エ ラス タ ー ゼ以外の 傷害因子が関与する可能性
を示唆するもの と考えられ た｡ また､ 本検討で はT Eト8 3 6 2 の吸入投与での 有効性も
確認した｡ この 時の有効用量 は経気道内投与あるいは全身投与のそれ に比較すると低
かっ た｡ この結果は､ 吸入投与が肺傷害に対して効率的な投与経路で あることを示唆
している｡
T Eト8 3 6 2は水溶性の 阻害剤であり ､ 吸入 ､ あるいは静注にも応用する ことが可能
であるo そして､ T El18 3 6 2は外因性あるい は内因性エ ラスタ ー ゼによる肺傷害モデ
ルにおいて ､ 経気道､ 静脈内および吸入投与で有意に肺出血を抑制した ｡
以上 ､ これらT Eト8 3 6 2の薬理学的特性は､ 好中球が起因する組織破壊性肺疾患の
治療において T Eト8 3 6 2の 治療薬として の有用性を示唆する もの と思われた｡
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第3章･ 高分子好中球プロテア｢ ゼ阻害薬 ､ (1/2 S LPJ:T E ト73 61)の/
･
n v/
･
tr ot3:らびに/
･
n
vl
'
v o薬効特性に関する研 究
第3 - 1壬軌 T E ト7 361の /
'
n v/
'
tro薬効特性
1 . 序文
SLPJ(ま好中球エ ラス タ ー ゼの みならず､ カテ プシンa トリプシ ン､ キモ トリプシン､
さらには肥満細胞の キ マ - ゼを阻害する ことが知られて い る(8 8)｡ また ､ グルタチオ
ン上昇作用(8 9)や抗菌活性(9 0)などプロテ ア ー ゼ阻害物質とは異な る生理活性も報告
されるようにな っ た . 本節では､ TE ト7 361のI
'
n vI
'
troの辞素阻害活性を低分子 エ ラス タ
ー ゼ阻害剤やfuu-S LPJと比較しながら検討し､ その特性やfuHIS LPftの 異同につ いて明
らかにした ｡
2 . 実験方法
堪 型旦生製互基
リコ ンビナント(Arg5 8･ A]al O 7)s LPI､ T E ト73 61は帝人生物医学総合研究所にて作製し
た｡ すなわち､ C末端ドメイ ンをコ ー ドする(Arg
5 8
- AlalO7)sLP債伝子を化学的に合成し
た ｡ ヒト成長ホル モ ン遺伝子を この ドメイ ンに融合させ ､ トロ ン ビン認識配列Le u_
VaトPr o- Argで連結するこ とで発現サイズを最適化 した . 発現ベ クタ ー 構成し､ E. c o//
･
H B I O lに導入した ｡ トランス フォ ー ム した細胞を培養後､ 融合タンパ クを不溶性の封
入体として得た ｡ 融合タ ンパクに含まれるシステイ ン残基をス ルホ化して可溶化させ ､
トロン ビンにて分解した ｡ S-S結合を再ホ ー ルディ ング後､ ク ロ マ トグ ラフ ィ ー にて活
性体を精製した(91)｡
ヱ旦王 地 進
ヒ卜好中球エ ラス タ ー ゼおよびヒ卜好中球力テプシ ンqまEla stin Pr odu cts Co. より
購入 した ｡ ウシ輝トリプシン､ ウシ輝キモ トリプシン ､ ヒ卜血渠トロ ンビンおよびヒ卜
血焚プラス ミ ンはSigm aC hemic al Co. より購入 した . ヒ卜血紫カ リク レイ ンは
Protoge nCo･ より､ ウシ血蜂Fa cto rXaはNe wEngla nd BjoJabs Co. よ り購入した o エ
ラスタ ー ゼ用基質‥Me o-Su e- AIa- Ala- Pr o- VaトpN A､ トリプシン用基質:Bz- Arg-PN A,
キモ トリプシン用基質:Su c- ATa- Afa-Pr o-P he-pN Aおよびカテ プシン用基質:Su e-Phe-
Pro-P he-pN AはBa che mCo. よリ購入した ｡ トロ ンビン用基質:D- Pr o-pipe c o[yJ(Pip)-
Arg-pN A､ プラス ミン用基質:DI VaJI Le u- Lys-pN A､ カ リク レイ ン用基質:D_Pr o_P he_
Arg-pN AおよびFa cto rXa用基質:Bz-1]e- G】u- G-y- Arg-pN AはKabi Co. よ リ購入した ｡ 低
分子エ ラス タ ー ゼ阻害剤O N O-5 04 6は帝人生物医学総合研究所で合成 した ｡
合成鮮分子基質を 凧 塘 鮒 :fC50測定用緩衝液として､ 0.5 M NaC佐 含む0.1 M
･3 1_
H EPES緩衝液(pH 7･ 5)を使用した｡ 種々 の 濃度のT E(-73 61およびONO -5 04 6と 一 定量
のプロテア ー ゼを混合し ( 総容量1 60FLJ)3 7℃で1 0分間 in c ubatio nした後､ 2 0FL[の
基質溶液を添加することにより反応を開始した｡ 各プロテア ー ゼおよび合成基質の終濃
度はTabJe3-1に示 した ｡ 3 7℃で20分間反応させ後､ 吸光度(4 05 n m)を測定した ｡ そ
れぞれのT E ト7 361濃度における残存プロテ ア ー ゼ活性を測定 し､ 1C5｡を求めた｡
ヌガ高分子基質をmいjt一 勝 :
l) エ ラステ ン分解の測定;T E ト73 61および仙 トS LP儒液(50 m M Tris塩酸緩衝液､
pH8･0)0･9 m 忙 対し､ ウシ靭帯エ ラスチン(Sigm aC he mic a】Co.)3,0 mgを懸濁させ
た. この懸濁液にエ ラス タ ー ゼ溶液あるいはカテプシンq 容液10 0FL(を添加する ことに
よりエ ラス テン分解反応を開始した . エ ラス タ ー ゼおよびカテ プシンQの最終濃度はそ
れぞれ､ 0･5FLMおよぴ3 0 U/mltした｡ 反応溶液をゆっ くりと撹拝 しながら3 7℃で2
時間インキュ ベ ー シ ョ ンした後､ 酵素反応を停止させるために0.3 M酢酸緩衝液
(pH 4･5)4 5FLIを加えて遠心分離(4 0 0 0g,1 5分間)した上清の 吸光度(28 0n m)を測定
した｡ この 吸光度は エ ラステ ンが エ ラス タ ー ゼに分解されるこ とにより生成したデス モ
シンおよびイ ソデス モ シンの 量を反映して いる ｡ 各阻害剤の 阻害効果は コ ントロ ー ル に
対する比率で示 した｡
2) コ ラ ー ゲン分解の測定;T E ト7 361およびs LP傍液(5 0mM Tris塩酸緩衝液､ pH 7.5,
10 0m M NaC[
,
2
･5 m M CaC12)1 8 0ILlと5- イ ソチオ シアネ - ト(F)T C)で標識したウシl
型コラ ー ゲン(C O S M O B10)5 0FL催 混合した後 ､ エ ラス タ ー ゼ溶液10 0FLIを添加する
ことによリコ ラ ー ゲンの分解反応を開始した｡ エ ラス タ ー ゼ最終濃度は1.OFLMとした｡
反応溶液を3 7℃で3時間インキ ュ ベ ー シ ョ ン した後､ 反応停止液(5 0m M Tris塩酸緩衝
液､ pH 9･5, 5 0 %エ タノ - ル)2 0 0FLfを加え未変性コ ラ ー ゲンを析出させた｡ 遠心分離
(40 00g, 1 5分間)した上清の蛍光強度 (Em 5 2 0n m, Ex49 5n m) を測定した o この蛍
光強度は エ ラスタ ー ゼによる分解を受け変性した コ ラ ー ゲン量を反映して い る｡ 各阻害
剤の阻害効果はコ ン トロ ー ル に対する比率で示 した｡
壁空理圭呈 出 遭
阻害定数測定用緩衝液として1 0m M NaClおよびo.1 %ポリエ チ レ ングリコ ー ル
6000を含む0･1 M H EP ES緩衝液(pH 7.5)を使用した ｡ 測定用合成基質としてヒ卜好中
球エ ラスタ ー ゼに対して は0･3 m M Me oSu c-Ala- A-a-Pr o- VaトpN A､ ウシ揮トリプシン
に対しては1･O m M Bz-Arg-pN Aを使用した ｡ 種々 の濃度の 阻害剤を エ ラス タ ー ゼある
いはトリプシ ンと総容量が1 6 0J⊥は なるように混合し ､2 5℃で1時間イ ンキュ ベ ー シ ョ
ンした ｡ エ ラス タ ー ゼおよびトリ プシンの最終濃度はそれぞれ ､ 2 0nMおよび20 0nM
とした ｡ 2 0FLIの基質溶液め添加で反応を開始し､ 2 5℃で20分間イ ンキ ュ ベ ー ショ ンし､
反応液の 吸光度(4 0 5n m)を記録し､ =e nde r s o nらの 方法でK個 を求めた(9 2)｡
.3 2_
@
活性化部分トロ ンポプラス テ ン時間(A P T T)の 測定はFu[che rとZim m e r ma nの 方法に
準じて行っ た(1 1 5)｡ T E ト7 36 1および仙[-S LP]溶液2 0FL]を活性化部分トロ ンポプラス
チン試薬 1 0 0ルⅠ(Sys m e xS A P-2 0, To u aMedic al)､ ヒト正常血奨 1 0 0FLはは ぴ
Fa cto rVI[J欠乏血渡 1 0 0山(Ge oge K]ngBio m edic aT Co.)と混合し ､ 3 7℃で2分間イ
ンキュ ベ ー シ ョ ンした ｡ 血液凝固反応は2 0mM CaCl21 0 0FLlを添加する ことで開始し､
血液凝固時間はSys m e xC A-1 00凝固時間測定装置 (To u aMedic al) を用いて測定した .
各阻害剤の最終濃度は1.5, 2.5, 5J⊥Mとした ｡ e x vI
'
v o の 実験で はT E ト7361および
fulトS LP俺 雄性S D系ラ ッ ト(8週齢､ C R)に1 ml/kgの容量で 静脈内投与(それぞれ､ 1.8,
5.4, 1 8〝 m ole/k9)した ｡ その5分後にエ ー テル麻酔下 にて腹部大動脈より0.3 8 %ク エ
ン酸加血として6 mI採血 し､ これを4℃ ､ 3 0 0 0rpm で1 0分間遠心して血妓を分離した｡
上記の 方法を用いて こ の血渠のA P T Tを測定した ｡
ヘ パリ ンとの親和性
T EJ-7361およびfulトSLP俺2 0m M Tris塩酸緩衝液(pH 7.5)に溶解させ ､ それぞれ 2 0
FLgを含む溶液を2 0m M Tris塩酸緩衝液(pH 7.5)で平衡化したTS K-gel Hepa rin5 P Wカ
ラム(7･5 m m x7･5 c m､ To s o)にア プライした ｡ NaC一による直線的濃度勾配(0- 0.7 M)
によリ3 0分間かけて 溶出させ ､ 流速は1. 0 m(/min とした . タ ンパ ク質の溶出は吸光度
(21 5n m)を測定するこ とで検出した ｡
娃型星主乏互生二宣塾 地 道
ヒトおよびヒツジの好中球は末梢血から比重遠心法により好中球分画を得た｡ すなわ
ち ､ ヘ パ リン加血1 2･5 m]l=同量の生理食塩水を加え ､ これにFic o暮J- Paqu e1 7.5 ml(I
静かに重層させた ｡ 重層終了後 ､ 直ちに遠心(1 50 0rpm , 3 0m れ 2 0℃ ;n o-br e ak)し
た｡ pe暮Ietに生理食塩水を加え ､totaJv o[um e4 5m[に調整し､ 6 % デキス トラン 5 mJ
を添加し傾けて4 5min間静置した ｡ 上溝に同量 の生理食塩水を加え ､ 遠心後､ 沈査(好
中球分画) を得た｡ ラ ッ ト(S D系)､ モルモ ッ ト(HartJey系)､ ハ ム ス タ ー(Golde n系)お
よびマ ウス(Balb/C)の好中球はLP S(E. c o//
'
. 0 1 14:B 4
,
4 mg/mT)をア クリルチ ャ ンバ
ー(1 2 L)内で3 0min間吸入 させ ､ その24 hr後に気管支肺胞洗浄を行い ､ 赤血球の混入
があっ た場合は溶血除去 した. 好中球(約l o
e
c ells)それぞれに凍結 - 融解を1 0回繰り
返して , 好中球1ysateを作製した ｡ 予備的に】ys ateそれぞれの エ ラス タ ー ゼ活性を合成
基質を用いて測定し､ 各エ ラスタ ー ゼ活性5 nM換算の溶解物に対するT E ト7361の エ ラ
スタ ー ゼに対する阻害強度を測定し ､ 各々 を比較した. T El-7 361と溶解物混和1 0m J
･
n
後に基質を添加 し､ 反応を開始させ ､ 酵素活性を測定した ｡
3. 結果
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合成基質を用いて種々 の プロ テア ー ゼに対する阻害活性を､ 低分子 エ ラス タ ー ゼ阻害
剤､ ON O-504 6と比較検討した結果をTab[e3-2に示 す. T E ト7361は エ ラス タ ー ゼ､ カ
テプシンGおよびキモ トリプシンに対して 強い 阻害作用を示 した ｡ 一 方､ トロ ンビン､
プラス ミン､ カリク レインや活性化F Xaに対して は阻害活性を示さなか っ た｡ 興味深 い
ことに､ T Ef-7 361はメタ ロ ブロテ ア ー ゼで あるl型 コ ラゲナ ー ゼや肥満細胞のキモ トリ
プシン様酵素､ キマ ー ゼをも阻害した ｡ 一 方､ O N O-50 46は エ ラス タ ー ゼ特異的な阻害
作用を示したが ､ その 活性はT E ト73 61 の約り1 0 0 0であっ た0 I型コ ラ ー ゲンや エ ラス
チンのような天然基質を用い てその 阻害活性をfu[トS L PJt 比較検討した(Tab一e3- 3)｡
T Eト7361および仙 トS LP旧 0.5から2.Of⊥Mの範囲で濃度依存的にエ ラス チン分解およ
びコ ラ ー ゲン分解を抑制し､ そのIC 50はそれぞれ､ 7 6 7 ±3 3nM , 9 0 7 ±3 1nMおよび
72 7± 47nM, 8 6 2±3 6nMであっ たo T E ト736
.
1の阻害活性はfu‖-S L Pは 同程度であっ
た｡
箆坦 主乏互生二土庄塾重量豊艶生
T EI･73 61の と 卜好中球 エ ラス タ ー ゼおよびウシ僻由来トリプシンに対する阻害定数
(Ki値)を測定し､ 仙トS LPは 比較検討した (Tabte3-4) ｡ T E ト7361は好中球エ ラス タ
ー ゼに対してfulトS LPは 同等の 阻害強度を示 したが ､ トリ プシンに対する阻害強度が
full-S LPlに比較 して1/3 0に減弱 して おり ､ トリプシンよりも好中球エ ラス タ ー ゼに対
して高い選択性が認められた ｡
@
jn vjtr oおよびe x viv oのA P T Tテス トによリT E ト73 61および仙トS LP]の血液凝固系に対
する影響を調 べた ｡ ヒ卜血嬢を用いた/
'
n v/
'
tr o の 検討でfu暮トS LP=ま濃度依存的にA P T T
を延長した｡ これ に対し､ T E ト7 361は同様の 条件下でAPT rに対して全く影響を与えな
かっ た ｡ 同様に､ ラ ッ トを用いた ex vI
'
v oの 検討で も､ 仙トS LPJの 投与は用量依存的な
A PT Tの延長が認め られたが､ T E ト73 61 1 8FL m O暮e/kg(1 0 0mg/kg)は全く作用は認
めなれなかっ た(Fig3-1) a
Tab一e3-1･ As s ay c o nditio n
Enzym e Cm c(nM) Chro m oge n
'
K: SLbstrates
Hu m a n n e utropM ebshse
Hu m a n c ath甲SinG
Bo Ⅷ n epan cre atbqymdtrypsln
Porchpan :re atic ehsta s e
Bovil ePan q e政 一ypsh
I
Hu m anp一a sm athro mti
.
n
Hu m a npla sm apbsrdn
Hu m a np一a sm akal肘 ein
1 2.5
20
1 0
1 00 0
2 00
3
1 00 00
1 00 00
0･3m M MeひSu c･AJa-A h- 汁oIVaトpNA
1･Om M Su o･P he-Pro-P h&pN A
110m M Su e-Alむ AJa-Pro- Ph叩 N A
1.0m M Su 8AJaLAJa-A b- p帆
1 .Om M Bz-Arg･pN q
O･2m M D-P he-Pトk g-pN A
O･8m M D･VaトLe uLys-PN A
2･Om M DI Pro･FTle-Arg-1刑 A
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Table 3･ 2 Multiple a ndstr o nginhibito ry a ctivityof T E ト73 61again stpr ote a s e s
Te stedpr ote a s e a nd c o nditio n IC5 0(nM)
prote a s e So urc e Co n c･(nM) TE ト73 61 0N O･5 046
Neutrophi)pr ote a s e s
Ela sta s e
Cathepsin G
TypeIc o”age n a s e
Ma stc eIIprote as e
C hym a s e
Hu m a n sputu m
Hu m a n
Hu m a n
5.2 5 1 4 0
1 2. 5 (Ki=0.0 9nM) (Ki=0.11トIM)
2 0 8 n.i.
0.3 5 U 1 5 0 n.i.
Hu m a nton si[ 1 0 0 U 4 3 n.t.
Dige stiv epr ote a s e s
C hym otryps ln
Etasta s e
Trypsl n
Bo vin epa n c r e a s 1 0
Po rcin epan c rea s 1,0 0 0
Bo vin epa n c r e a s1 2 0 0
6.8
1
,
30 0
2
,
00 0
Blo odc o agulatio npr ote a s e s
T hr o mbin
Pla s min
Ka‖ikr ein
FXa
Hu m a npla s m a
Hu m a npla s m a
Hu m a npla s m a
Bovin eplas m a
3
1 0,00t
1 0,00
1 0
∩
∩
∩
∩
n.i.
5
,
6 00
n.i
∩.i.
n .i.
nj.
∩ .I
n.L:Noinhibitio n
,
n .t. :Not te sted
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Table 3-3 Inhib辻bn oftheprote o叶sis ofn atura暮s ubstrate s
En zym e Substr ate ]C 50(pM)
(c on c e ntr atio n) T E ト7 361 FuH-le ngth S LP)
Ela sta s e
(1. 0トLM)
Ela sta s e
(0. 5l▲M)
Cathepsin G
3 0 ∪/mL
Co=age n 1.1 9 1.1 5
Ela stin 0,2 4 0,3 5
Ela stin 0,03 0, 03
Alle xperim e nts we re c aTrjedo utwithoutpreinc ubatio n ofprote ase and theinhibito r.
Prote olys[s wa s Started by ad ding prote as eto a mixtu re oftheinhibito r a nd the natu ra一s ubstra土e .
Tab一e 3･4 Highe r spe cUic
'
～fo r n e utrophi[ela sta s etha nfun-一engthSLPt
h hibito r Ki nM Spe cific tyInde x
Tryps ln EIa sta s e (t Ki/eKi)
FuIト]e ngth S LP[ 33 0.0 8 41 3
工E 臥 L _ _
Kiv a一u e w a sdete m加 ed bythe r Ⅷthodo叩e nders o n(Bio che mJ, 127:321- 333,
1972)･ tKia nd eKin r a nKiv alu efortry ps ln a nd ela stase, re spe ct
'
rv ely.
-3 6.
12 0
100
官 80
∽
)
E 60
i
40
20
T
_ L
丁
1
** *
0
- ⊂ト ー S aln e
＋ TEl-7 3 6 1
- -○ - fL什S L Pl
5 10 15 2 0
u s e(pm o]eA(g)
★ ★★:p <0.0 01vs. s a[in e
Flg 3-1 . Effe ct of fu[I-S LP]a nd T E17 361o nblo od c o agu[atio n,
Data r epr e s e nts m e a n±S E M.
ヘ パリンとの 親和性
S LPlの有する重要な特性であるヘ パ リ ン親和性につ いて ､ ヘ パリ ンア フィ ニ テイ ク ロ
マ トグラフ イ ー(T S K-get Hepa rin5P Wカラム)を用いてその溶出パ タ ー ンを比較検討
した ｡ 結果をFig3-2に示 した｡ この ク ロマ トグラフィ ー は20m M Tris塩酸緩衝液
(pH 7.5)において ヘ パリ ンと結合し､ NaCIの濃度に依存して溶出される ことを示してい
る｡ fulトS LP暮は ヘ パリ ンに対して強い親和性を有して いた . T E ト7 361の ヘ パリン結合
能力はfulトS LPは 同程度のもの と思われた . 一 方､ α1- Plにヘ パリ ンとの結合性は認め
られなか っ た ｡
.3 7.
T E ト73 6 1
Fun-SL P[
α1-Pl
Fig3･21 HepaHn- a# 州y chrorTntOgraPhy of T E ト7361,fuIトS LPla nd αl-PJ.
Elutio n was c a m
t
ed o uto v er20m套n w托ha gr adie ntof0-0,7 M NaCIin20mM Tn
･
s buffe r
(pH 7.5)a ndthe efflu e ntw a s m o n托ored at 21 5n m.
.38.
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Fig3･3 に示すように ､ T E ト7361 のエ ラス タ
ー ゼ阻害活性には明 らかな種差が認め
られた ｡ ヒ卜､ ラ ッ ト､ マ ウス およびハ ムス タ ー の エ ラス タ ー ゼ様活性を5 0 %阻害す
るT E)-7361の モル比は約8.3, 1 9.5, 1 5.8および2 8 1. 8であリ ､ ヒ卜に対する活性を1
とするとラッ トは2.3倍 ､ マ ウス は1.9倍､ ハ ムスタ ー は3 4倍阻害強度が弱 い こと､ さ
らにはモルモ ッ トおよびヒツジの好中球エ ラスタ ー ゼ様活性 には阻害を示さなか っ た ｡
亘
>ヽ
.t:
>
:芦
0
付
¢
,b:
≡
1
0
∽
何
●J
”)
付
～
山
1 20
1 00
80
60
4 0
2 0
0
0-01 0.1 1 1 0 1 00 1 0 00 1 00 00
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FZg.3- 3 Spe cie sdiffe r e n c ein P M Nela sta s einhibito ry a ctivity of T E ト73 61
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3 4
4 . 考察
Tho mps o nらはS LPlのアミノ酸配列 を決定した時､ N末端 ドメインが トリプシン阻害
活性を担い ､ Arg
2 0
- TTy
2 -をその 結合部位であると推定 した(2 6)｡ しか し､ 著者らの作
製したT E ト73 61(C末端 ドメイン) は仙トS LPlと比較 し､ トリプシン阻害活性が減弱し
て いたが ､ 確か にトリ プシン阻害活性を有してい た. また ､ 別途合成したN端ドメイ ン､
(Serl -pro5 4)sLP‖まTab】e3-1に示した全ての プロテ ア ー ゼに対し､ 阻害活性を示さな
い ことが明らか にな っ て いる(2 8)｡ したが っ て ､ S LP]のエ ラスタ ー ゼ､ カテ プシ ンG,
キモ トリプシンおよびトリプシン に対する阻害活性中心 はC末端ドメイ ンに存在し､ N
末端ドメイ ンはトリ プシン阻害にお いて補助的な役割を果た して いる ことが示唆され
た｡
T E ト7361はエ ラスタ ー ゼやカテプシンGに対して は合成低分子基質ならびに天 然高
分子基質を用いた検討で仙トS LPは 同等の 強い阻害活性を有して いた ｡ しか し､ トリプ
-3 9-
シン に対して は作用が滅弱 しており､ トリプシ ンよリエ ラス タ ー ゼやカテプシンGに対
する選択性が高い阻害物質で あるこ とが明らかとな っ た ｡ 興味深い こ とにSLPはin
v/
'
tr oおよび加 viv oで血液凝固時間を延長したが ､ 等モ ルのT EI-73 61は同条件下で いず
れの血液凝固時間にも影響を与えなか っ た｡ 血液凝固力ス ケ ー ドは種々 の セt+ ンプロテ
ア ー ゼにより構成され て いる ｡ S LP=こ阻害され ､ 結果として凝固延長をもたらすプロテ
ア ー ゼは同定されて いな いもの の ､ S LPはTEト7 361間の トリ プシン様プロ テア ー ゼ阻
害活性活性の差が血液凝固へ の作用の 違いをもたらしたもの と推察され る｡
重篤な呼吸器疾患において は気道の 閉塞の みならず､ 気道粘液の 過分泌が認められる
ことが多い(9 4,9 5)｡ したが っ て ､ この ような病態で は吸入投与で炎症局所にSLP憧到
達させることは難しく ､ 静脈内投与の方が効果的な投与ル ー トである と考えられ る. し
かし､ S LPlを静脈内投与すると血液凝固系へ の作用が副作用として 懸念される｡ 一 方､
T E ト7361は血液凝固系へ の 作用がない｡ また ､ 分子量も仙 トS LPlの 半分であることか
ら､ 組織へ の移行性も期待される ｡ つ まり ､ T E ト7 361はS LP=こ比しよ り全身投与に適
した特性を有してい ると考えられた｡
硫酸基を多く含み負の電荷を有するヘ パ リ ンは生体内で はほ とん どタンパ クと結合
したプロ テオグリカ ンの 形をとり ､ 肺マ トリッ クス にも豊富に存在して いる ｡ 塩基性タ
ンパ クであるS LP旧こ負電荷高分子の ヘパ リ ンと電気的相互作用 により結合して いると
考えられる ｡ 事実､ 免疫組織学的手法を用 いた研 究におい て ､ S LPlは気道壁や肺胞隔壁
の弾性線維に沿っ て 局在して いる ことが示され(9 6)､ プロ テ ア ー ゼによる攻撃から､
肺マ トリッ クス を効果的に保護して いることが指摘されて いる ｡ T E ト7 361の ヘ パリ ン
ヘ の結合性はfulトS LPは り減弱して いるもの の ､ ヘ パリン親和性という性質は細胞外マ
トリッ クス の保護という観点では好ましい特性と考えられた ｡ この性質が他の低分子エ
ラスタ ー ゼ阻害剤と比較し､ 薬理学的あるいは薬物動態的にどのような効果を与えるか
につ いては興味のあるところである ｡ また ､ 新た にT E ト73 61はメタロ ブロテア ー ゼで
あるl型コ ラゲナ ー ゼをも阻害することが明らか とな っ た ｡ この 活性は他の セリンプロ
テア ー ゼ阻害活性に比 し弱く ､ T E ト7361 の/
'
n v/
'
v o薬効にどの 程度寄与するかは不明で
あるが ､ 阻害形式も含めさらなる検討が必要と思えた ｡ いずれ にして も､ T E ト73 61は
エ ラス タ ー ゼ､ カテ プシン& キモ トリプシン ､ 肥満細胞キ マ ー ゼ ､ な らびにⅠ型コ ラゲ
ナ ー ゼな ど種々 の プロテア ー ゼを阻害する｡ そ して ､ エ ラス タ ー ゼに対する阻害強度も
低分子特異的エ ラス タ ー ゼ阻害剤O N O-50 46の 約1 0 0 0倍程強いもの であ っ た｡
以上､ T E ト7361は強い エ ラス タ ー ゼに対する阻害活性と気道炎症に関わっ て いる多
種の プロテ ア ー ゼに対する阻害活性を有して いる ことが明らかとな っ た ｡
さらに､ 興味深い知見としてT E ト7361の エ ラス タ ー ゼ阻害活性には著しい種差が存
在する ことが明らかとなっ た｡ 阻害強度としてはヒ ト>マ ウス >ラ ッ ト>ハ ムスタ ー の
順であり ､ モルモ ウトや ヒツジの 好中球エ ラス タ ー ゼには全く阻害作用を示さなか っ た ｡
この結果は低分子基質を用いた検討であることから､ 厳密には ､ 天然基質を用 いた検討
･4 0-
も必要かもしれな い ｡ い ずれ にしても J
'
n v/
'
v oの 前臨床デ ー タにお ける薬効を解釈する
際にはこの 種差の存在を十分に考慮する必要があるもの と思われた ｡
.41.
第3 - 2節 T Eト7 361 の外因性および内因性エ ラス タ ー ゼ肺傷害モ デル における薬効
l . 序文
SLPlはその名のとおり､ 好中球由来の エ ラスタ ー ゼやカテ プシンGを強(阻害する｡
しかし､ 慢性気道疾患患者噂病中では エ ラス タ ー ゼ量に対し､ S LPが 不足し､ プロテ ア
ー ゼ ･ 抗プロテア ー ゼの 不均衡状態が生じて い る｡ したが っ て ､ これら疾患の気道局所
で はエ ラス タ ー ゼによる組織傷害や機能的不全病態が惹起されて い る こと になる｡ こう
いっ た病態には不足 した プロテア ー ゼ阻害物質の 補充療法はこの 不均衡を是正する合
理的な治療法と考えられる｡ 本節では低分子 エ ラス タ ー ゼ阻害剤の 薬効評価モ デルとし
て汎用されてい るヒ卜好中球エ ラス タ ー ゼ(H N E)誘発の肺出血モデル (こ こでは外囲性
エ ラスタ ー ゼ肺傷害モデルと呼ぶ)お よび帝人生物医学総合研究所独自に確立 した活性
化好中球による肺出血モ デル (こ こでは内因性エ ラスタ ー ゼ肺出血モ デルと呼ぶ) にお
けるT E ト7 361(Arg5 8- AJalO7)s LP]の/
'
n vI
'
v o薬効を評価した.
2. 実験方法
生塾塾主主星え=宣墜亀虫王三並
8-1 0適齢の雄性シリア ンゴ ー ルデンハ ムス タ ー をハ ロセ ンにて麻酔し､ H N E(5 0FL
g/a nim a) を経気道的に投与した o H N Eあるい はv ehic(eの 投与容量 は10 0FL]とした ｡
H N E投与の 3時間後､ 気管支肺胞洗浄(B A L)をBarryらの 方法(5 8)に準 じて施行した(詳
細は第l - 1節に記した) ｡ 肺傷害の 指標と してB A L液中の ヘ モ グロ ビン濃度をシア ン
メトヘモ グロ ビン法にて測定した ｡ H N Eで誘発した肺出血に対する抑制効果を静脈内投
与はH N E投与の2 min前, 気道内投与は1 hr前にT E ト7361を投与して検討した ｡
戯塾生壬主星旦 ニ堂塾連進呈亘辿
LPS 肺炎症モデル にF M LPの追加投与を行う ことで内因性エ ラスタ ー ゼの 関与する肺
傷害モデルを作製し ､ T E ト73 61の肺傷害抑制効果につ いて検討した｡ すなわち､ ハ ム
スタ ー にLP S(0･42 mg/kg)を経気道内投与し､ そ の2 4時間後にさらにF M LP(0.2 5
mg/kg)を経気道的に投与した｡ B A LをF M LP投与後の90min後に行っ た ｡ B A L液中の好
中球数､ 肺出血の 指標としてへ モ グロ ビシ濃度を､ さらにB A L液遠心上清中の エ ラス タ
ー ゼ活性を測定した(エ ラス タ ー ゼ活性測定法の 詳細は第l - 2節に記 した)oT E ト73 61
を静脈内投与ではF M LP投与の2 min前に､ 気道内投与で はF M U⊃投与と同時に投与した ｡
～
病理組織学的検討 において は ､ 肺を1 0 %ホル ムアルデヒ ド溶液を用い て2 5cm 水柱圧
で48 hr間､ 拡張固定した . 肺切片を作成し､ へ マ トキシリ ン - エ オ ジン にて染色した .
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鰯雌避
デ ー タは平均値士S E Mで示 した ｡ 群間の比較は適宜Stude nt,st検定あるいは
Du nn ett 多重比較検定を用 いて 行っ た ｡ P値が0. 05以下 の 時､ 有意と判断した｡
3 . 結果
生壁進呈乏旦 増 量垂麹
HN E投与の1 hr前にT El- 7361(0･ 01, 0.03, 0.1 mg/kg)を経気道内投与した ところ ､
用量に依存した有意な肺出血の 抑制が認められ た(Fig3- 4)｡ 肺出血の抑制率はそれ ぞ
れ､ 31･6, 3 8･3, 6 2･1 % であり､ E D 50は46.8 〝g/kgと算出された ｡
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一4 3.
静脈内投与で はHN E投与の2 min前にTE ト73 61を投与した ｡TE ト7 3 61( 0, 3 0m g/kg)
の静脈内投与もまた用量依存的で 有意な肺出血の抑制作用を示 した(Fig3-5)o 肺出血
の抑制率はそれぞれ ､ 2 9･7, 87･1 %であリ､ E D50は14. 7 mg/kgと算出された .
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虫 蝦 麹
好中球に依存した肺傷害モデルを構築するた めに､ LPS投与の2 4 hr 後に好中球に活
性化剤であるF M LPを追加投与したo LPS単独投与群ではB A L液中細胞数の著しい増加
が認められたが ､ エ ラス タ ー ゼ活性には変化が認められなか っ た｡ B A L液をDiff-Quick
染色し､ 細胞分画を検討したところ､ LP S投与24 hr後の細胞のほとん どは好中球であ
つ た ｡ これ に､ F M LPの追加投与を行うことによっ て エ ラス タ ー ゼ活性の 上昇とLPS単
独群に比較し､ 有意な肺出血の増加が認められた(Fig3- 6, 3-7)｡
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本モデルを用 いてT E ト7361静脈内投与および経気道内投与での 薬効につ いて評価し
た｡ T E ト7361(0･1, 0･5, 2･5 mg/kg)をF M LP投与と同時に投与する と､ o.5 mg/kg以
上の用量で用量に依存した肺出血の 抑制ならびに増加した エ ラスタ ー ゼ活性の低下が
認められた(Fig3- 6)｡ 肺出血の 抑制率はそれぞれ ､ -46.5, 40.2お よび7 0.9 %であり ､
ED 50は0･85mg/k9と算出された ｡ 静脈内投与で はT E ト73 61(1 0および3 0mg/kg)
をF M LP投与の2 min前に投与して 評価した ｡ その結果､ T E ト73 61は用量依存的な肺出
血の抑制ならびに エ ラス タ ー ゼ活性上昇の抑制作用を示した(Fig37)｡ 肺出血の抑制
率はそれぞれ､ 2 9･0および59.1 %であり, E D 50は21.5 mg/kgと算出された｡
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病理組織学的解析
LPS処理 した動物は気管支周囲や肺胞腔へ の著 しいびまん性の 好中球浸潤と血管周
囲における浮腫が認め られた ｡ これに対し､ F M LPを追加投与した動物では肺胞腔へ の
激しい出血と肺胞隔壁の破壊が認 められた｡ T E ト7 361 の投与はこれらの 肺傷害の増悪
を減弱 させた(Fi白3- 8)｡
4. 考察
外因性エ ラスタ ー ゼによる肺出血ならびに内因性エ ラス タ ー ゼによる肺出血に対し
てもT E ト73 61は有意な抑制作用を示 した｡ 興味深い こ とに､ 内因性エ ラス タ ー ゼ肺傷
害モデルを抑制するの に要した用量は外因性エ ラス タ ー ゼ肺傷害モデルのそれの約2 0
倍多く必要と した(0.8 5mg/kg vs47FLg/kg)o この 2 つ の モ デル で著者らは異なる投
与タイミ ングを用 いた ｡ つ まり ､ 外因性モデル にお いて は エ ラス タ ー ゼで誘起した肺傷
害がその阻害剤の 同時投与で抑制されるの は至極当然の ことと思えた のでT E ト7 361の
効果を前処理で評価した ｡ 一 方､ 内因性モデル (LP S＋ FM LP投与) において そのよう
な配慮は不要で あっ た し､ 継続的に経気道内投与による物理 的な刺激が気道を傷つ け ､
かえ っ て結果 に影響を与えると考えたの で 同時に投与する ことに した ｡ 最近､T E ト73 61
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のエ ラス タ ー ゼ阻害活性には種差が存在することを見出した ( 第3 - 1節参照). ｡ ハ ム
スタ ー の エ ラス タ ー ゼに対して はと卜の エ ラス タ ー ゼに比し3 4倍その 活性が弱 い ｡ し
たがっ て ､ この モデル間の有効量の 差は実験条件の 差異ではなく ､ この種差に起因する
ものと思われた｡ GiJlis s e nらはSLPIがヒツジの 肺気道上皮被覆液中のグルタチオン濃
度を上昇させる ことを報告した(8 9)｡
● T E ト73 61にこの 作用が保存されてい るかは未検
討であるが ､ もし､ グルタチオン濃度を上昇させる作用があるとしたら､ これは気道上
皮表面の抗酸化作用 の上昇を意味する ｡ さらに､ T E ト73 61は好中球エ ラスタ ー ゼだけ
ではなく ､ カテプシンa キモ トリプシン､ トリプシン ､ コ ラゲナ ー ゼな らびに肥満細
胞キマ ー ゼをも阻害する(第3-1節参照)｡ したが っ て ､ 多彩なタ ンパ ク分解酵素やオキ
シダントに対する抑制作用が活性化好中球による肺傷害モ デル における保護効果に相
乗的に作用 して い るのか もしれな い ｡ さらに､ 免疫組織学的手法を用 いた研究において ､
SLP脂気道壁や肺胞隔壁の 弾性線維に沿っ て 局在して いる ことが示 された(9 6)｡ この
知見はS LPが 上皮だけで はなく ､ 結合織においても酵素による傷害か ら保護的な役割を
果たして いる ことを示 唆してい る｡ 著者らT E[-73 61を静脈内投与する とすばやく肺組
織に分布する ことを確認してい る｡ これは局所投与のみでな く ､ 全身投与での有効性を
期待させるものである｡
以上､ T E ト7361は外因性エ ラスタ ー ゼおよび内因性 エ ラス タ ー ゼによる肺傷害を抑
制した ｡ したがっ て ､ T E ト7361は慢性気管支炎､ 肺気腫やA R D Sのような好中球に起因
する破壊性の肺疾患治療に応用で きる可能性が期待され た｡
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第3 - 3節 T E ト7361の モ ルモ ッ ト噛息モ デルの 即時型および遅発型気道収縮反応に
対する作用
1. 序文
気管支鳴息の病態につ いて は研究の進展とともにその 概念も変化 して きた｡ 古くは ､
気管支瑞息は喋息発作 ､ すなわち ､ 気管支平滑筋の 収縮を中心 とした機能的､ 可逆的疾
患で､ その 病態には肥満細胞と】g巳D反応により遊離される生理活性物質が中心的役割
を果たして いると考えられて いた ｡ その後 ､ 瑞息発作で死亡した患者の剖検肺の検討や､
気管支内視鏡を用い た気管支組織の検討や噂療検索が行われようにな り､ 近年では様々
な炎症細胞が密接 に相互作用した気道の慢性炎症である ことが明らか にされ ､ 気道の 非
可逆性変化 (リモデリ ング) も病状の 悪化に関与して いる ことが示 唆されてきた｡ 晴息
患者の気道局所には活性化した好酸球､ リンパ球､ 肥満細胞､ 好塩基球さらには好中球
の浸潤も認 められる ｡ 好中球につ いて は抗原チ ャ レン ジテス トにお いて 必ずしも気道局
所で の増加が認められな い (9 7, 9 8)などの理由で鳴息本態との 関連性は重要視されな
い傾向にあっ た ｡
しかし､ 鳴息死の 剖検による検討では発作よリ1時間以内に死亡 した急性例では組織
内の好中球め増加が著しく ､ 好酸球よりも増加 して いて ､ 発作出現よ り2時間半以上経
過して死亡 した例で は好酸球の組織浸潤が著 しく ､ 好中球は増加して い るもの の ､ 1時
間以内で 死亡した例の1/3以下 であっ たと報告されて い る(9 9) ｡ また ､ 好中球と気管
支鳴息の 症状との 関係 につ いて は重症度と気管支洗浄液中の 好中球数増加が相関す る
(1 0 0)との報告もあるが ､ 一 方で は気管支洗浄液中の好中球数と気道反応性は相関しな
い(1 01)との報告もある｡ 好中球 エ ラス タ ー ゼには気道分泌作用がある こと (1 2,1 3) ､
ならびに粘液産生細胞の嘩形成を誘発さ せる作用があることが報告 されて い る(1 4)｡
これら反応は好中球が気道上皮の傷害作用の みならず､ 気道反応性冗進や リモ デリング
形成を誘発させる可能性を示唆する｡ 瑞息患者の 中には噂疲中にエ ラス タ ー ゼ活性の認
められる患者群が存在する ことが報告されて いる (1 3 6) ｡ また ､ 鈴木らはモ ルモ ッ ト
に好中球エ ラス タ ー ゼを吸入させると ､ 可逆性の 気道閉塞が惹起され､ さらには気道過
敏性が冗進するこ とを示 した (l l) ｡ また ､ いずれの反応も､ T Eト7 3 61の 投与で抑制
され ることから､ エ ラス タ ー ゼ酵素活性に基づく反応で あるこ とが示唆されて いる｡ こ
れら 一 連の 報告は瑞息の 病態形成に好中球やその 産生酵素で ある エ ラスタ ー ゼが関与
している可能性を強く示唆するもの で ある｡ そ こで ､ 本節で はモ ル モ ッ ト瑞息モデルす
なわち､ O A受動感作動物の即 時型気道収縮反応ならびに ､ アス カ リス 抗原能動感作動
物を用いた遅発型瑞息反応に於ける効果を検討した ｡
2. 実験方法
2 - l . 使用する薬物
本実験に用い た試薬とメ ー カ ー 名は以下の とおりである｡
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Ur etha n(Wako C he mica[Co.), α - chlo r alo s e(Tokyo Ka s ei Co.), As c a ris s u u m
(Fun ako shi), s=c a(Sigm aCol)
2 - 2. 卵白アル ブミ ン (O A) 血清受動感作モ ル モ ッ トにおける即時型気道収縮反応
1週間前に抗O A血清を腹腔内投与 した ハ ー トレ 一 系 モ ル モ ッ トをur et ha n(7 5 0
mg/kg,ip)＋ α - c川o r aTo s e(7 5mg/kg, ip)麻酔下で気管内挿管し､ 1 回換気量 1 0
m]/kg, 呼吸数 6 0回/minで人工呼吸させた ｡ T El-7 361の投与は低用量群(1 0mg/kg,
lv ＋0.5 mg/kg/1 5minInfu sio n) ､ 高用量群(3 3mg/kg,[v ＋1.65mg/kg/15 min
Infu sio n)の 2群を作製した ｡ T EI7 3 61投与の1 5min後､ O A O.5 mg/mIを吸入させ ､
気道反応を惹起し､ 3 0min間気道内圧を測定した ｡
2 - 3. As c a ris抗原能動感作動物を用いた遅発型瑞息反応
(1).As c a ris 抗原能動感作動物の作製方法
Hartley 系雄性モ ル モ ッ ト (S 過齢) を 1 0 0FLg/mI As c a ris s u u m(Lot No .
B33- 33-1 X 3) を含む2 0mg/m[ Silic a水溶液 1 m[/he ad の腹腔内投与により感作 し
たo 次に､ 感作初日か ら 2 週間後に 2 0′上g/m] As c a ris s u u mを含む 2 0mg/m[
S =c a 水溶液 1 ml/he ad の腹腔内投与によりブ ー ス タ ー をか けた｡ 最後に､ 感作初日
から 3 週間後に 5 mg/ml As c a ris s u u m水溶液を Hype r s o nic n ebu riz e r(O M R O N
N E-U 12) を用い て 1 0分間無麻酔下 にて吸入 させ ､ 感作を成立させた ｡
(2). 抗原誘発方法
感作初日から 4 週間目に､ u r et ha n(7 5 0mg/kg,ip)＋ α -chlo r alo s e(75 mg/kg,
ip)にて麻酔をかけ ､ hype rso nic neburizer (O M R O NN E-U O 6) を用 いて人エ換気下
で (H AFW A R D R O D EN T V EN TILA T O R M O D EL 6 8 3を使用: 一 回換気量 (T V: Tidal
Volu m e) = 1 0mI/kg, 換気回数 =6 0 be ats/m舌n) 生理食塩水吸入 1 0分後の気道抵
抗(初期値) 測定後に､同 n ebu riz e r及び人工換気条件下で1 0mg/mla s c a ris s u u mを
3 分間吸入させ ､ 即時型鳴息反応 (lA R) 及び遅発型瑞息反 応 (U ＼R) を惹起した ｡
T Elイ36 1(3,1 0mg/kg)を抗原吸入 1 0分前か ら抗原吸入 7 時間後までの持続投与
とした ｡
尚､ 気道抵抗の 測定は ､ 抗原吸入 1 時間前に生理食塩水を吸入させ ､ その 1 0分後及
び抗原吸入開始から 1 0分､ 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 時間後に経時的に実施した ｡ BAL は ､
抗原吸入 7 時間後に実施した ｡ 回収した B A LFに関して は ､ B A LF中細胞塗沫標本を
作製し､ B A LF中の 好中球数､ 好酸球数､ 単核球数を算出する ｡ また ､ 残りの B A LFに
潤 しては 4 ℃ 1 0,0 0 0rpm で 2 分間遠心 する こ とによリ得られた上溝の エ ラス タ
ー ゼ活性を測定した ｡
.50_
(3). 気道抵抗測定方法
気道抵抗 (Rrs) は ､ u retha n(7 5 0mg/kg,ip.)＋ α - ch]or alose(7 5mg/kg,ip)麻酔
下で､ M.I.P.S 社製の PU L M O S-ll(Tr a che al Ca n n u]a 挿入法) を用いて気道内圧 と食
道内圧 及び 流 速を 検 出 して 測 定し た . 尚 ､ 換 気 条件 は ､ H A R V ARD R O D E N T
VEN TILA T OR M O D EL 6 8 3用い ､ 一 回換気量 (T V:Tidal Volu m e) =1 0m[/kg, 換気
回数-6 0 be ats/min とした｡ 測定した呼吸抵抗値は､ 生理食塩水吸入 1 0分後の気道
抵抗を 初期値と し ､ 各時毎 に 初期値 に対す る 増加率 (Rrs % in c r e a s efr o m
bas eline) として統計処理を行っ た｡
統計解析
気嘩抵抗値の 統計処理は ､ 各測定時間毎に Ba r川et により等分散性が認められなか
っ たので (p<0.0 5) ､ デ ー タの変換 ((X)
1/2).を行い ､ Ba rtH
et 検定により分散性が
等しい事(P>0.0 5)を確認した上で Du n n etttw otai]edte st により有意差検定を行
っ た｡
3 . 結果
受動感作モルモ ッ トを用いた即時型気道収縮反応におい て ､ T E)-7 3 61 の投与は用量
依存的に気道内内圧の 上昇を抑制した(Rg 3-9 A)｡ 気道内圧変化(0-3 0m 叫 の面積を
各群で比較するとその 抑制率は低用量群 ､ 高用量群でそれぞれ､ 3 4･6 %､ 52･5 %で あ
っ た｡ 高用量群の抑制は統計学的に有意であっ た(Fig3-9 B)｡
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As c aris 抗原能動感作モルモ ッ トにおいて ､ 抗原吸入開始 1 0分後 には即時型喋息
反応と考えられる気道抵抗の上昇 (% in c r e a s efr o mba s e=n e= 1 4 9.1 %) と 4 時間
から 7 時間後にか けて 遅発型鳴息反応とみなさ れる気道抵抗の再 上昇 (% in c r e a s e
fro mba s e[in e = 4 0 - 7 0o/.) が認められた ｡ これ に対し､ T E ト7 361を抗原吸入 1 0
分前から 7 時間後まで静脈内持続投与した群 では ､ 遅発相 におい て用量依存的な気道
抵抗の再上昇抑制が認められ､ 10 mg/kg/7,1 7 hr でその抑制効果 (% inhibitio n of
AU C= 81･7 %) は有意であっ た (p<O.0 5)｡ 一 方､ 即 時相におい て は , 3 mg/kg/7.1 7
hr 群で有意な気道抵抗上昇抑制効果が認められたが､ 1 0mg/kg 群で は Contr of と
同等で用量相関性は得られなか っ た(Fig3-1 0 A, B, C)｡ これにつ いて は､ 能動感作モデ
ルの即時型瑞息反応に おけるばらつ きから薬剤の評価 には限界があ るこ と も考えられ
るが ､i･ ∨. bolu s＋infu sio n 等の投与方法の検討や再現性等を含めて今後検討を要する点
である｡
また ､ 今 臥 T E ト7 361 の気道抵抗上昇抑制作用機序を類推する 目的で ､ 抗原吸入 7 時
間後の B A LF中炎症細胞数及びエ ラス タ ー ゼ活性につ い ても測定を行っ た｡ しか しな
がら､ 遅発相 で の 気道炎症 に関わ る と考えられ る好酸球数及 び好 中球 数に つ い て は
TE ト73 61投与群 ･ 非投与群間で 明確な差は認め られなか っ た ｡ また ､ エ ラス タ ー ゼ活
1
性につ いても､ いずれめ群も検出限界に近く明確な結果は得られな か っ た｡
･5 2､
4. 考察
受動感作モ ルモ ッ トを用いた即 時聖職息反応モデル ならびに抗原反復暴露 による能
動感作モル モ ッ トを用 いた遅発型瑞息モ デル は抗噛息薬の 前臨床評価モデルとして 汎
用されている｡ 前者は肥満細胞あるい は好塩基球か ら遊離される種々 の メディ エ ー タ ー ､
例えば､ ヒス タミ ンやロ イコ トリ エ ンなどによる気管支平滑筋の収縮反応に基づく発作
であり､ 抗ヒスタミ ン薬､ 気管支拡張薬や種々 の 抗ア レルギ ー 薬が有効性を示す(1 0 2)0
一 方､ 後者の モデルは気道に集積した様々 な炎症細胞が病態形成に関わり､ 抗原チャ レ
ンジにより 即時型の 気道収縮反応と遅発型気道収縮反 応の 2相性の 気道反応が認め ら
れる｡ 特に､ 遅発型鳴息反応におい てはヒトの瑞息病変に頬似した著しい好酸球浸潤を
特徴とする ｡ この モ デルで はス テ ロイドや 一 部の 抗ア レル ギ ー 薬､ ロイ コ トリ エ ン括抗
剤などが著効を示す(1 0 3, 1 0 4)｡ したが っ て､ これら嘱息モデル においてT E)-7 3 61が
用量依存的で明確な抑制作用を示した ことは､ TEト7 3 61が暗息治療薬として有効で あ
る可能性を期待させる ｡ 鈴木らはヒ ト好中球エ ラス タ ー ゼを吸入させる と気道閉塞なら
びに気道過敏性の 先進が惹起されるこ とを報告している(l l)｡ そ して ､ これ ら反応を
TEト73 61の投与で抑制することを示した(ll)｡ したが っ て ､ 本節で認められた薬効も
T E)7 361の エ ラス タ ー ゼ阻害活性 に基づく反 応で あると予想する こ とができた｡ しか
し､ 即時型モ デル におい て は動物に抗血清を投与したの み であることか ら好中球の関与
は否定的である｡ また ､ B A L液を用いた解析で遅発型 モ デル におい て も､ 好中球浸 潤
は軽微で ある上 ､ エ ラ ス タ ー ゼ活性 に群間で差 は認め られて いな か っ た ｡ つ まり ､
T 日-73 61の薬効が好中球エ ラスタ ー ゼ阻害活性 に基づく反応である とは断定で きな い ｡
一 般的には本モデル に好中球や好中球エ ラ スタ ー ゼが 関与して いるかにつ いては気道
組織につ いての検討も必要と考えられるし､ 遅発相の 直前で の評価など､ 経時変化を踏
まえた上での検討が必要と考えられる
第3-1節に示 したようにT 日-73 61の エ ラスタ ー ゼ阻害作用には著しい種差が存在す
る｡ エ ラス タ ー ゼ様活性を5 0 %抑制するモル比はヒト好 中球エ ラスタ ー ゼに対して は
約8.3倍であっ たの に対 し､ モ ルモ ッ ト由来の 好中球エ ラス タ ー ゼ様活性ではモル比で
1 00 00倍以上の阻害剤を添加して も阻害活性 は確認で きな か っ た ｡ つ まり ､ 少なく て
もモルモ ッ トを用 いた 本鳴息モ デル におけ る薬効は好中球エ ラス タ ー ゼ活性とは異な
る作用 に基づく反応 であると考えられ る ｡ T 日-7 3 61はキ マ ー ゼ阻 害活性を有するo キ
マ ー ゼは肥満細胞の 脱顕粒に重要な役割を果た してお り､ これを阻害する と脱額粒が阻
害を受けることが報告されて いる(1 0 5) ｡ また ､ S L印ま1gE惹起のhista mine遊離を抑
制する ことが報告されて い る(1 06)｡ したが っ て ､ 即時型気道収縮反応 に対するT 臥
7361の抑制作用はキ マ - ゼ阻害作用に基づく反応であるの かもしれない (著者らは低
分子エ ラス タ ー ゼ阻害剤が この モ デル に無効であることを予備的に確認してい る) ｡ 一
方､ 遅発型反応におけるT El二7 3 61 の作用 につ いて は現時点でその 作用機序は全く不明
である｡ 病態の 主徴とな る好酸球浸潤には投与群間で差が認められて いない｡ S LPlには
.53.
気道におけるグルタチオ ン濃度上昇作用が報告されてい る . T 日-7 3 6 1が同様の 作用 を
有するか否かは明らかで ない ｡ また ､ キマ - ゼには強い気道分泌刺激作用があることが
報告されて いる(1 0 7)｡ したが っ て ､ 即時型反応と同 じよう にキマ ー ゼ阻害を介した作
用であるこ とも想定されるが ､ そ れを裏付ける証拠はない . 近年 ､ S L 円にはN F- I(Bの
活性化を抑制するような抗炎症作用が報告され て い る (1 0 8)｡ T E ト73 61の抗喋息作用
にこのような抗炎症作用が関わっ て いるか は不明で あるが ､ い ずれに しても､ エ ラス タ
ー ゼ阻害以外の作用機序に着目する必要があり ､ 今後 ､ T Eト7 3 6 1の分泌へ の 作用や好
酸球活性化状態の検索などが研究課題と考えられ る｡
.5 4.
A′
■ ヽ
芸 B
¢
”)
a
･D 200
≡
0
L
q■
･8; 1 50
何
¢
L＋
O
; 100
■ヽ■l′
I
軍 50
(⊃
～
何
+
Et 凸
〟 ..
2
4)
⊂
■■■ ■
- I
q)
∽
A 1
≡
0
I_
t>
4)
沼 1
d)
I_
O
⊂
■ 一
己
+
α:
0 0 -
5 0 -
00
5 0
0
丁
丁
†
†
I
O As c aris ＋ vehic[e(n=6)
◇ As c aris ＋Lo w(n=6)
O As c aris ＋High(n= 7)
T
T
I
0
l 1
4 . 6
Tim e afte r a]Ie rge npr o v o c atio n(hr)
C
n=6 n= 6 n= 7
As c.N ehlc]e As c./Lo w As cJHlgh
250
I
2 0 0
I
J =
ト
J
< 1 50
-
U
=〉
<
100
-
5 0
､
0
‾
8
n=6 n= 6 n = 7
As c.N eMcLe As c./Low As c./HLgh
Fig31 0. Effe cts of T EE-7361o n a ntige n-indu c ed a sthm atic re spo n s e.
The re s uKs w ere e xpre s s ed a sthe rT C a n±S E. (A):C ha ngein R L(% in cre a s e)a允e r
a ntige n challe nge,(B):% in cre a s efr o mba s elin ein R L 1 0rTh afte r a ntige n cha([e nge,(C):
a re a u nde rthe re spo n s e c u rv e(A U C)fo r% in cre a s ein R L betw e e n4 a nd 7 hr･
Intr a v e n o usinfu sio n of 3(lo w)or1 0rTdkg(high)of T EJ-7361w a s sta rted 1 0m
-
n befo re
the a ntige nchaue nge a ndc o ntin u ed for7 hr1 0m
l
n.
_55,
第3 - 4節 T E ト73 61のブレオマイ シン誘発肺線維症モ デル に対する作用
1. 序文
抗腫癌薬BIe o mycin(B L M)はと卜や実験動物 において用量依存的な肺胞炎や肺緑維
症を誘発する(1 0 9-l l 1)｡ この動物モ デルは組織学的にじ卜の 特発性問質性肺炎(IP F)
に似て いる ことから]P Fの モデル として汎用されてい る(1 0 9,1 1 2-1 1 5)｡ したがっ て ､
BL M で誘起した肺障害メカ ニ ズムを解明する ことはIP Fの 発症機序を明らかにし､ 新し
い治療法の創出につ ながるもの と思われる ｡ B L Mで誘発する肺線維化で は早期に好中球
や単核球浸潤が認められる ｡ She nらはB L M処理後の急性肺傷害の強さの 程度が肺線純
化の重症度と密接に関連する ことを報告した(1 1 6)｡ 急性肺傷害の機序につ いては不明
の点が多いものの､ 多くの 研究者は病態における好中球に関与を指摘 して い る(1 1 7-
1 20). 好中球は組織傷害性の エ ラスタ ー ゼ､ カテプシ ンG コ ラゲナ ー ゼ､ リソゾ ー ム
のようなタ ンパ ク分解酵素や活性酸素､ ある いはアラキドン酸代謝産物などを放出する
(1 21,1 2 2)｡ これらの報告は好中球機能を制御する薬剤が肺傷害やその結果として生
じる繰推化を抑制する可能性を示 すもの と思われた ｡ 永井らは α1-pr ote a s einhibitor
の投与によリB L M で誘発した肺線維症を改善した こ とを報告 してい る(1 23)｡ しかし ､
彼らは この阻害効果にエ ラス タ ー ゼ活性 ､ ケ モタキシス ､ 活性酸素産生へ の作用は関与
しない ことを指摘した(1 2 3)｡
T E ト7361は帝人生物医学総合研究所で開発したS L 円のC末端 ドメイ ン(Arg5 8-
Alal O7)S L PI である ｡ T EI-7 361はn ativ e-S LPlに比し､ トリプシンの 阻害活性が減弱さ
れて おり ､ よリエ ラス タ ー ゼに選択性が高いとい う特性を有する ｡ さ らに､ 気道局所 に
おいて実際に存在する機能的ペ プチドであるこ とが示唆されて いる(2 8,2 9)｡
本節では肺の線維化における好中球の 関与な らびにT E ト73 61 の線維症治療薬として
の有用性を明らか にする目的で ､ B L Mで誘発 したハ ムス タ ー 肺線維症モデル における
T Eト7 361 の効果につ いて検討した ｡
2
. 実験方法
鮭睦鞄重宝王Jと里艶星互蓮ユ_ _壁盤左遷亙基 遡 塵主
6週齢の 雄性シリアン ゴ ー ルデンハ ム ス タ ー をハ ロ センにて麻酔し､ B LM
(Niho nkayaku Co ∴1 0m g/kg)を経気道的に投与した ｡ B L M投与1, 3, 7,1 4および2 8
日後に犠殺し､ 左肺を縛リ､ 組織学的検討 に用いた｡ 右肺はBa rryらの方法(44)に準じ､
B ALを施行した (詳細は第l - 1節に記した) . 尚､ 洗浄液の 容量は4 m[tした.･B A L
液中の細胞数をカウントし､ DifトQuick染色にて細胞組成の 算定を行っ た ｡ また ､ B A L
液を1 200 0rpm ､4℃で2 min間遠心 して得た上清中の エ ラスタ ー ゼ活性を測定した(詳
細は第1 - 2節参照)｡ T E卜73 61はB L M投与後の1 0日間､ 5あるい は1 0mg/kgを1 日
に2回(tota[ 1 0, 3 0mg/kg/day)腹腔内投与した ｡ 各群のN数は8-9で 開始した｡
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病理組織学的解析におい ては , 肺をBo uin
'
s固定液で3 0c mH20にて拡張させた後､ 6
hr同液に浸して固定した ｡ 正中線方向に3FL mの 厚さの肺切片を作製し､ Az a n染色を行
っ た｡ これら切片の 肺の 緑維化重症度をAshc r oft(1 2 4)の 方法を若干改変し､ 判定量的
にs co r e化した｡ 繰維化のsc o r eの 判断基準をTable3-5に示 した｡ ランダムに1 0個所を
サンプリングし､ 肺傷害の程度を1 から5段階にs c o r e付けした ｡
Table 3･ 5 . Crite ria ofgradinglungfibro sisinthishistopatholog[c a[study
Grade offJ
'
bro sis HistologlC alfe ature s
No rm al 山ng
Minim aI〉fibroticthicken l ngOfalv e olar o rbr o n chio]w alls
Moderatethicke mngofw a”s witho utobvio u s
da m agetolu ng archite ctur e
In cre a s ed fibr osi withdefinite da m ageto[ung
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堕丑塑逝
デ ー タは平均値±S E Mで表示 した ｡ パ ラメトリ ッ クな比較 におい て は 一 元配置分散分
析後､ Scheffeの 多重比較検定にて 群間比較した｡ 組織学的な検討 におけるノ ンパ ラメ
トリ ックな比較において はKr u skaトWaI[is検定後､ Scheffeの 多重比較検定を行っ た｡ P
値が0.0 5以下 を有意と判断した o
3 . 結果
高用量のB L Mにより動物が死亡することが知られて いる ｡ 本実験にお いても ､ B L M投
与群の 生存率はしだい に減少した｡ B L M投与1 4および2 8日後の 生存率はそれぞれ､
4 4
.4 %および22.2%であっ た ｡ T El-73 61の投与によリ､ 生存率は用量依存的に改善す
る傾向が認められたが､ この増加は統計学的に有意な変化で はなか っ た(Fig3-1 1).
.57.
BLM投与後の体重変化をFig3-1 2に示した ｡ 死亡 した動物の体重はデ
ー タ には含まな
かっ た ｡ BL M投与後1 0日間は体重の 減少が認め られ､ その後約1週間はプラト
ー であっ
た｡ T E ト73 61 10,3 0m g/kgの投与により用量依存的な体重減少の抑制が認められた ｡
特に､ 28日後におい て は高い死亡率が認められたため ､ それがデ
ー タを歪める可能性
があるの で､ 14日後の体重につ い て統計的に群間比較した ｡ 生食投与群 ､ B L M投与群 ､
BL M＋T E ト7361 1 0m g/kg投与群 ､ およびB L M＋T E ト7 361 30 mg/kg投与群の体重は
それぞれ､ 1 1 8.5±3.3g､ 79,5 ±3.9g､ 9 2.9 ±4.5gおよび1 0 0･1±3･4gでT E ト73 61
30 mg/kg投与群は対照群と比較し有意であっ た(p<0･ 01)｡
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BA L液においてはB L M投与群で は投与1-7日後の 急性期の 間､ 著 しい細胞致の 増
加が認められた(Table3- 6)｡ 細胞組成の解析から､ 急性期に認められるB AL液中細胞
のほとんどが好中球であることが分かっ た ｡ しかし､ 1 4- 2 8日後の線維化期においては
好中球数は減少し､ マ クロ フ ァ ー ジ､ リンパ球および好酸球数の増加が認められた
(Table3- 6)｡ T E ト7 361投与群では急性期の細胞数増加が抑制される傾向が認められた ｡
7日後では
T E ト7361投与群は対照群であるB L M投与群に比し､ 好中球数な らびに好酸球数が用量
依存的に減少した ｡ しかし､ 線維化期における マ ク ロ フ ァ ー ジ数には変化を認めなか っ
た｡
_59.
Table 3･ 6. C hange sin numbe r ofc eI[s a ndc e[tutar c ompo sitionintheBAL
fluida洗erB LMtre atm ent.
days afterB L M treatment
7 14 28
Totalcells saline
BL M
B L M/trun cated S L P(
(10mgJkg)
BLM/trun cated S L PI
(30rTlgn(g)
Macrophages sa仙 e
B LM
B L M/tru n c ated S L Pl
(10mgA(g)
BL M/tru nc ated S L Pl
(30mgn(g)
Ne utrophns saline
B L M
B L M/trun cated S L P[
(10mgn(g)
BLM/tru nc ated S L PL
(30mgA(g)
Eosinophi)s s alhe
BL M
B L M /tru n cated S L Pl
(10mgA(g)
BL M^runc ated S L Pl
(30mg^ g)
Lyrnphocytes s ann e
B L M
B L M/trunc ated S LPI
(10mg^ g)
BL M/tru n cated S L PI
(30mgn(g)
15.1 4 土 2.9 5 7.13 士 1.3 1 4.8 8土0.70 6.1 3 土 1. 7 7.9 4 土1.39
104.4 士 8.8 4 1 35.9 士 15. 7 1 16.0 士 1 2.8 1 7 1.6 7士2 3.62 4 9.5 0 士6.0 0
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83.0 8士 6.25
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0.1 4 士 0. ヰ
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1.7 0 土0.54
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1.56 士 0.7 6
4 6.2 0 土6.3 6
5.92 土 1.ll
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O.0 6 士0. 3
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0.O g士 0.03
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0.61 士 0.2 5
0.00 土 0.
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1.24 士 0.6 9
0.6 4士 0.21
0.0 9 士 0. 3
0.5 0 i: 0.06
1.0 2 ± 0.17
0.44 土 0.21
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また､ 好中球浸潤と 一 致した時期すなわちB L M投与3-7日後の急性期において はB A L
液中の エ ラス タ ー ゼ活性の増加が認められた｡ 一 方 ､ 投与1 4-2 8日後の線維化期におい
て はエ ラスタ ー ゼ活性の変化は認められて いない｡ T E ト7 361低用量群で はその活性に
変化を認めなか っ たが ､ 高用量群では7日目 で有意なエ ラス タ ー ゼ活性の低下が認めら
れた(Fig3-1 3)｡
病理組織学的には ､. B L M投与1日後から､ 肺胞腔ヘ の著 しい好中球浸潤とわずかな肺
出血を認めた. 3日後には単核球浸潤を伴う肺胞壁の 肥厚､ 11型肺胞上皮細胞の 増生が
.60-
認められた｡ 7日目には単核球浸潤の 程度ならびに肺胞壁の 肥厚が進ん だ｡ 加えて ､ び
まん性で著しい肺胞壁の線維化と‖型肺胞上皮細胞の肥大が認め られた ｡ 1 4および2 8
日後には肺の 線維化所見の程度と重篤さはさらに進行し､ 蜂高肺構造も認められた(Fig
3-14 A- D)｡ これに対し､ T E ト73 61併用群では単核球浸潤の程度や肺の 線維化は減弱し
ていた(Fig3-1 5 A- C). これらの病理組織学的所見をs c o r e付けしたもの をFig3-1 6に
示した ｡ T E ト73 61は用量依存的に肺胞壁の肥 厚と線純化を抑制 した｡ B LM投与1 4日お
よび2 8日後で はT E ト73 61 30m g/kg投与群にお いて有意な抑制作用が認められた｡
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Fig3-1 4･ Lightmic r ographs of ha m ste rJu ngs at 7 (A: x36.4), 1 4(良: x36.4), a nd 28
days(C: x36･4, D: x516)afte rBL Mtre atm e nt. Thr eelNTl-thicks e ctions w e re stain ed with
Az an .
-6 2.
B L M Tr unc ated SL PI Tr u n c atedS L P1
10mg/kg
30mg/kg
Fig3-1 51 Effe cts oftr unc ated S LPltre am e nto nB L M-induc edpulm o n a ryfibro sis(Day
14: x91). Tru n c ated S LPltre atm ent(B;1 0mg/kg, C;30mg/kg)inhibited theinfiltra io n of
m o n o n u cle a r c ellsinthe aJv e olar septa, a ndr edu c ed thethickn e s s and fjbr o sis of
alv e ola r w alls, s e e nintheB L M-tr e ated a nim als(A).
.6 3.
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,
signific a nt[ydiffere nt from BL M-tr e atedgr o up.
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4. 考察
高用量のB L M投与は蜂罵肺など病理組織学的にと卜のIP Fに頼似 して いる肺傷害を誘
発する ことから､ 1P Fのモデルとして使用されて きた(11 1)｡ しかし､ その発症機序は
明らか になっ てはいない ｡
一 般的に､ ヒトの疾患は ､ 通常 ､ 症状が表現化する頃には疾
患がかなり進行して いるので ､ 病態形成の解析は困難である｡ これに対 し, 動物モ デル
は､ 特徴的な病変の形成を経時的に解析する ことができるので有用で ある｡ 著者らは
B LM投与後の急性期においてB A L液中エ ラス タ ー ゼ活性が上昇する こと､ そ して ､ 好中
球エ ラス タ ー ゼ阻害剤であるT E ト7 361の急性期の みの投与で肺線維化が抑制されるこ
とを初めて見出した｡ これらの 知見は好中球エ ラス タ
ー ゼが急性肺傷害を惹起し､ 肺の
線推化の引き金として重要な役割を果た して い る ことを示唆して い る ｡ 永井らは α1
-P]
がB LMで惹起した肺線維症を改善することを報告した(1 2 3)｡ しか し､ 彼らは この抑制
効果にエ ラスタ ー ゼ活性､ ケモ タキシスな らびに活性酸素産生 へ の 作用 は寄与しないと
考えた ｡ 何故な ら､ α1-P](*これらの 活性に変化を与えなか っ たからである｡
一 方､ 著
者らの検討ではT EL7 361が エ ラスタ ー ゼ活性の抑制を伴 っ て肺の線維化を抑制した ｡
この結果はT E ト7 361 の抑制作用が エ ラス タ ー ゼの 阻害を介して い るこ とを示 して いる
ように思えた ｡ しか し､ 低用量のT E ト73 61は エ ラスタ ー ゼ活性に変化を与えずに線維
化を抑制した ことから､ T E ト73 61の抑制作用の機序は単にエ ラスタ ー ゼ活性の抑制の
みでは説明できない ｡ Gi11is s enらはS LPlが気道被覆液中のグルタチオン濃度を上昇させ
ることを報告して いる(8 9)｡ C ha nd]erとFulm e rは鉄キレ ー ト剤であるdefe r o x a min eが
鉄の媒介する活性酸素の生成を抑制する ことによ っ てB L M誘発の 肺線維化を抑制する
ことを報告した(1 2 5)｡ この 報告は活性酸素が肺の線維化 に関与 して い るこ とを示唆し
て いると考えられる｡ 気道上皮の被覆液中の グルタチオ ン濃度を上昇させるこ とは気道
表面局所の抗酸化活性が上昇する ことを意味する｡ さらに､ S LPlは好中球エ ラス タ ー ゼ
のみでなく ､ カテ プシンCi キモ トリプシン ､ トリプシンおよびキマ ー ゼに対して も阻
害活性を有する｡ したが っ て ､ この 多様なタン パ ク分解酵素や活性酸素に対する阻害効
果がT E ト73 61の作用に付加的な効果をもたらしてい るの かもしれな い ｡ 近年､ トリプ
シン(1 2 6)やキマ ー ゼによっ て産生されるア ンジオテ ンシ ンH(1 2 7)が線維芽細胞の増
殖を活性化する ことが示されてい る｡ さらに､ Re n e stoらはカテ プシンGが血小板から
のセロトニ ンの 放出を惹起し､ このセ ロ トニ ンの放出はT E ト7 361によっ て抑制される
ことを報告した(1 2 8)o セ ロトニ ンもまた ､ 線維芽細胞の 増殖を活性化することが知ら
れている(1 2 9,1 3 0)｡ したがっ て ､ T E ト73 61は急性肺傷害における辞轟に対する保護
効果だけでなく ､ 線維芽細胞の増殖をも抑制するのかもしれな い ｡ また､ 近年､ S LPI
にH G F誘導活性があるこ とが報告された(1 3 1, 1 3 2)｡ H G Fの 投与は肺線維化を抑制する
ことが報告されて い る(1 33)｡著者らはT El- 73 61もH G F誘導活性を有する ことを確認し
ており ､ 今後､ H G F誘導活性と線維化抑制作用との 関係につ い ても検討して行きた い ｡
本検討で はT Eト7361を腹腔内投与にて投与した ｡ 経気道内投与する ことで生 じる継
.6 6.
続的で物理的な刺激がB L =投与で弱っ てい る動物に影響を与えると考
えられたの で
我々 はこの投与経路を選択した ｡ さらに著者らはT E ト73 61 の腹腔内投与後直ちに肺組
織に分布する ことを確認してい る｡ これらの結果は局所投与だけでなく
全身投与での 有
効性を期待させるものである｡
以上､ T E ト73 61はB L Mで誘発した急性肺傷害とそれに引き続き起 こる肺の線維化を
抑制した｡ これらの結果はT E ト7361がIP F の治療薬としての可能性を示唆す
るものであ
る｡ T E ト73 61は気道に存在する機能的ペ プチ ドで あることが示唆されて いるので､ 慢
性的使用においても抗 劇生の懸念は少ない ｡ 従っ て ､ T E ト7 361は好中球に起因する破
壊性の急性の肺疾患だけでなく , 肺線維症の ような慢性肺疾患の治療薬としての 可能性
が期待される｡
.6 7･
総括
多くの慢性呼吸器疾患 ､ 例え ば､ 慢性気管支炎､ びまん性汎細気管支炎､ 肺気腫 ､ 膿
脆性肺緑維症や ､ 急性呼吸窮迫症候群な どでは好中球の肺組織 へ の集積と病態形成にお
ける好中球エ ラス タ ー ゼの関与が報告されて いる ｡ エ ラス タ ー ゼ阻害剤は この量的ある
いは機能的に過剰な エ ラスタ ー ゼを抑制し､ 不均衡を是正 する ことで種々 の肺疾患の病
態ならびに肺機能の改善をもた らすもの として期待されて い る｡
しかし､ 好中球エ ラス タ ー ゼがどの ような病態に､ どのように関わっ て いるかにつ い
ては十分に理解されて はいない ｡ エ ラスタ ー ゼ阻害剤の臨床応用例につ いては遺伝的 α
1-pr ote a s einhibito r欠損患者に対して ､ オ ー フ ァ ンドラ ッ グとして認可されてい るの
みであリ､ どのような疾患に適応可能か につ いて は大きな課題と いえる｡ しかも､ 前臨
床薬効評価のための病 態モ デル につ いて は エ ラス タ ー ゼ惹起の 肺出血や肺気腫モデル
が報告され るの みである｡ これで は､ エ ラス タ ー ゼの 病態形成における役割やその阻害
剤の臨床的意義を知らしめる意味では不充分であ リ､ 新規薬効評価モデルの構築ならび
にエラス タ ー ゼ阻害剤の薬効特性探索が必須と考えた｡
そこで ､ 本研究で はまず､ 好中球性炎症における抗 エ ラス タ ー ゼ療法の意義を検証す
るために好中球性炎症病態の解析と新規内因性エ ラス タ ー ゼ肺傷害モデル の構築を試
みた(第1章)｡ そ して ､ 抗エ ラスタ ー ゼ療法の候補として低分子 エ ラス タ ー ゼ阻害剤､
T E)-8 3 62(第2章) ならびに高分子好中球プロテ ア ー ゼ阻害剤､ T EL73 6 1( 第3章)
の薬効特性につ いてI
'
n v /
'
tr oおよび加 viv oで検討し､ 以下の ような知見を得た .
i) エ ンドトキシン (LFS) 投与で誘発され る肺炎症モデル は代表的な好中球性肺
炎症モ デルで ある｡ 好中球プロテ ア ー ゼの 関与する肺傷害モデル構築の - 環として ､
ラッ トLFS誘発肺炎症モデル におい て 好中球浸潤 に_i 要な役割を果た して い る
CIN Cの産生動態につ いて検討した. その結果､本モデル において主に関与するCfNC
is ofo r mはC(N C-1であるこ と､ さらにその CfNC-1は気道非線毛 上皮細胞ならびに
浸潤してきた好中球から産生され るこ とが明らかとな っ た ｡
2) LPS誘発の 急性肺傷害には好中球だけでなく ､ LPS直接の 肺組織傷害作用や単
球刺激を介した作用などが関与してい るもの と考えられる ｡ 事実､ LP Sを経気道
的に投与すると肺傷害が惹起されるが､ 肺傷害形成の経時変化と好中球数の推移の
間に相関は認められなか っ た｡ そ こで ､ 好中球特異的に依存 したモデルを構築する
ためにLPS投与2 4時間後､ すなわち､ 好中球数の上昇が認められ､ 急性炎症が治ま
つ た頃に､ 好中球の 活性化剤であるF M LPを投与して好中球特異的な肺傷害を惹起
で きな いかと考えた . その結果､ LPSにFM LPを追加投与する ことで好中球に依存
･6 8_
した肺傷害モ デルを作製することができた ｡ さらに ､ 生化学的および薬理学的解析
から, この肺傷害形成に内因性の好中球エ ラス タ ー ゼの 関与が推察された｡ 本新規
モデル はエ ラスタ ー ゼ阻害剤の薬効評価系として有用なモ デルであると思われた ｡
3) T E ト83 62は帝人生物医学総合研究所 にて開発した新規の 低分子エ ラス タ
ー ゼ
阻害剤である｡ TEト由62の薬理学的特性に つ いて/
'
n v/
'
tr oならびにin v/
'
v oで検討 し
た ｡ 特に､ I
･
n v/
･
voの 検討においてはと 卜好中球 エ ラス タ ー ゼで惹起する外因性エ ラ
スタ ー ゼ肺傷害モ デル に加え､ LP S＋ F M LPで誘発する活性化好中球に依存した肺
傷害モデル ( 内因性エ ラスタ ー ゼ肺傷害モ デル) を用いて ､ 気道内投与､ 吸入投与
ならびに静脈内投与における効果につ いて検討した｡ その結果､ T El-83 62は水溶
性の 阻害剤で あり､ 吸入 ､ あるいは静注にも応用するこ とが可能であること､ 好中
球エ ラスタ ー ゼに対して高活性(Ki- 1.3 8x1 0
- 9 M)で選択性の高い阻害剤で ある
こ とが明らかとな っ た ｡ そ して ､ T E ト83 62は外因性あるい は内因性エ ラス タ
ー ゼ
による肺傷害モデル にお いて ､ 経気道､ 静脈内お よび吸入投与で有意に肺出血を抑
制した ｡ これらT E ト83 62の薬理学的特性は､ 好中球が起因する組織破壊性肺疾患
の 治療にお い てT E ト8 362の 治療薬としての 有用性を示唆するものと思われた ｡
4) 次い で ､ I(Arg
S 8
- AIalO 7)s LP](T E ト7 3 61)のin v/
'
tr oにおける薬効特性､ 外因性
および内因性エ ラス タ ー ゼ肺傷害モ デル における薬効 ､ モル モ ッ ト瑞息反応に対す
る作用およびブレオ マ イシン誘発肺線維症モデル における作用 につ いて検討した ｡
T E ト73 61はエ ラス タ ー ゼ､ カテプシンCi キモ トリプシ ン､ 肥 満細胞キマ
ー ゼ , な
らびにl型コ ラゲナ ー ゼなど種々 のプロテア ー ゼを阻害する ｡ そ して､ エ ラスタ
ー
ゼに対する阻害強度も低分子特異的エ ラスタ ー ゼ阻害剤､ O N O-504 6の約1 0 0 0倍
程強いもの で あっ た ｡ 興味深い ことにfu[)-SLP旧/
'
n v/
'
v oで用量依存的に血液凝固時
間を延長した が ､ 等モル のT E ト7361は同条件下で 血液凝固時間に影響を与えな か
っ た｡ T E ト7 36 1は分子量も仙トS LPlの半分で ある ことから, 組織へ の移行性も期
待され る｡ つ まり ､ T E ト7 361はfulトSLPIに比 しよ り全身投与に適した特性を有 し
て い ると考えられた ｡ さらに､ 興味深 い知見と してT E ト73 61 のエ ラス タ ー ゼ阻害
活性 には著しい 種差が存在する ことが 明らかとな っ た ｡ 阻害強度として はヒト> マ
ウス >ラ ッ ト>ハ ムスタ ー の順であり ､ モルモ ッ トや ヒツ ジの 好中球エ ラスタ
ー ゼ
には全く阻害作用を示さな かっ た｡
次に､ I
･
n uvoにおける薬効を評価 した｡ その結果､ 静脈内および気道内に投与 し
たT El-7 361は外因性エ ラスタ ー ゼおよび内因性エ ラスタ ー ゼによる肺傷害を抑制
した ｡ また､ T E ト73 61は受動感作動物の即時型気道収縮反応ならびに能動感作動
物の 遅発型瑞息反応を抑制した ｡ T Eト7 361はモ ルモ ッ トの 好中球エ ラス タ ー ゼ阻
害活性を有 しな い ｡ したがっ て ､ 少なくともモ ルモ ッ トを用 いた鳴息モデル におけ
.6 9.
る本薬効は好中球エ ラスタ ー ゼ阻害とは異なる作用に基づく反応であると推察さ
れた ｡ そして ､ 最後にブレオマ イシン誘発肺線維症モ デル を用いてT E ト7361 の薬
効を評価した｡ その 結果､ T El-73 61はB L Mで誘発した急性肺傷害とそれに引き続
き起こる肺の 線維化を抑制した ｡ これらの結果はT E ト73 61の線維症治療薬として
の 可能性を示唆するものである｡ T E ト7361は気道に存在する機能的ペ プチドであ
ることが示唆されて い るので ､ 慢性的使用においても抗原性の 懸念は少ない ｡
以上 ､ T E ト736 1は好中球に起因する破壊性の 肺疾患だけでなく ､ 気管支鳴息や
肺線維症の ような慢性呼吸器疾患の 治療において も有用である可能性が推察され
た ｡
本研究を通じて ､ 好中球 エ ラス タ ー ゼが急性ならびに慢性呼吸器疾患の病態形成に重
要な役割を果た してい る ことを示した ｡ これはとりもなおさず､ T ロー8 3 6 2およびT E]-
73 61の臨床における有用性を大い に期待させ るもの である｡ また ､ 特に ､ T E ト7361に
関して は組織挽傷抑制効果のみならず､ 瑞息反応や肺の線維化の改善作用など､ これ ま
での抗エ ラ スタ ー ゼ療法の概念を超えた新しい臨床応用の可能性を示 唆した ｡ 近年 ､
S LP忙 はグルタチオン上昇活性(8 9)､ 抗菌活性(9 0)､ H G F誘導作用(1 2 9,1 3 0)､ 抗HIV
作用(1 3 4)およぴインフル エ ンザウイ ルス感染抑制作用(13 5)な ど､ 多彩な生理作用 が
報告されて いる ｡ 気道に存在する制御タンパ クとしてT E)-7 3 61にも同様の 作用を有す
る可能性がある ｡ T 日-7 3 6 1の 多様な作用解析ならびにそ の作用機序検討につ いては今
後の研究課題として位置付けた い ｡
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